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Nous avons montré (Et. Wolff et P. Goube de Laforest {4)) 
que le virus de la variole aviaire pouvait étre cultivé sur des 
fragments de peau embryonnaire de poulet en culture d’organe 
suivant la techique d’Et. Wolff et K. Haffen [2, 3]. 

Dans de telles conditions, le virus détermine, au niveau des 
explants, des lésions histopathologiques comparables a celles que 
l’on observe chez l|’animal vivant inoculé par voie cutanée. 

Nous apportons ici quelques précisions sur la technique: que 
nous avons utilisée et sur les résultats qu’elle nous a permis 
d’ observer. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959. 
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MATERIEL ET METHODES 


1° CuLTURES pD’oRGANEs. — Des fragments de peau d’embryon de 
poulet de 2 4 5 mm de coté sont mis en culture sur le milieu standard 
de notre laboratoire, auquel nous ajoutons I goutte supplémentaire 
d’extrait embryonnaire de poulet. Ce milieu offre donc la composition 
suivante : 


Gélose 4 1 p. 100 dans le liquide de Gey ...... VI gouttes 
Extrait embryonnaire de poulet de 9 jours ... IV gouttes 
Liquide de Tyrode additionné de I 4 II gouttes 

de pénicilline-retard dosée 4 20 000 U. Oxford 

joe meUULINNR: “Ceobopensnooaoousooudsaoceut Ill gouttes 


Aprés l’explantation, les fragments sont séchés avec soin au papier 
filtre. 
Chaque culture renferme, selon les cas, 1 & 2 explants de peau. 


2° Virus. — Lors des primocultures, la souche de virus destinée 
a Vinoculation des explants est extraite d’un fragment de chorio-allan- 
toide d’un ceuf inoculé a onze jours d’incubation. Ce fragment, pré- 
levé six a sept jours plus tard, est conservé en tube scellé 4 — 24° 
ou — 15°C. Au moment de son utilisation, il est broyé au mortier et 
le broyat, aprés addition de dix fois son poids de solution de Tyrode, 
centrifugé lentement a l’aide d’une centrifugeuse 4 main. Le surna- 
geant constituera la souche destinée & l’inoculation des cultures. 

Au cours des passages successifs, les explants rassemblés dans un 
microbroyeur 4a fond conique subissent le méme traitement que les 
membranes chorio-allantoidiennes utilisées comme souche initiale. Du 
liquide de Tyrode est ajouté au broyat 4 raison de 1/10 de millilitre, 
environ, par explant broyé. Nos microbroyeurs peuvent étre employés 
comme tubes a centrifuger, ce qui simplifie grandement les mani- 
pulations. 


3° INOCULATION DES EXPLANTS. — Lorsque les cultures sont prétes, on 
dépose, 4 l’aide d’une seringue 4 tuberculine montée avec une aiguille 
de 7/10 de millimétre, I & II gouttes de suspension virale 4 la surface 
de chaque explant. Les saliéres sont ensuite lutées A la paraffine et 
placées 4 37°5-38° C pendant deux heures au minimum. L’expérience 
nous a montré que, dans le cas des cultures de peau, du moins, on 
pouvait prolonger cette incubation jusqu’au lendemain. 

Aprés ce délai, les explants sont séchés avec soin et replacés en 
étuve pendant deux 4 dix jours suivant les cas. 


4° APPRECIATION DES RESULTATS. — Les cultures de peau embryonnaire 
infectées par le virus de la variole aviaire ne montrent pas de diffé- 
rences macroscopiques avec les préparations de peau témoins. Nous 
nous sommes donc adressés aux deux critéres suivants pour contrdéler 
l’action du virus dans les cultures : 

a) Contréle de la virulence des explants par inoculation chorio-allan- 
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toidienne d’ceujs incubés depuis onze a douze jours [5]. Chaque mem- 
brane regoit 0,15 & 0,20 ml de la suspension virulente utilisée pour 
infection des cultures. Cette suspension est diluée au préalable de 
moitié ou non. 


b) Production de lésions caractéristiques, en particulier la formation 
de corps de Bollinger [4] dams les cellules infectées par le virus. Au 
bout de deux a dix jours suivant les séries expérimentales, les cultures 
sont fixées au liquide de Bouin, coupées 4 5 y et colorées 4 l’hémalun- 
éosine en vue de ]’examen microscopique. 

Les membranes des ceufs servant au contréle sont examinées macro- 
scopiquement aprés six ou sept jours et, dans les cas douteux, fixées, 
coupées 4 5 y et colorées. 


RESULTATS 


Au cours de nos premiéres séries expérimentales, nous nous 
sommes surtout efforcés de préciser les modifications anatomo- 
pathologiques qui apparaissent dans les explants cutanés soumis 
a l’action du virus de la variole aviaire. 


I. — EXAMEN HISTOLOGIQUE DES CULTURES. 


a) TEmoins. — Dans les explants de peau embryonnaire de 
poulet cultivés in vitro selon la méthode dEt. Wolff et 
K. Haffen [2, 3] on reconnait les différents éléments d’une peau 
normale (Lepori [6] et Sengel [7]). 

Le mésenchyme dermique lache est formé de cellules a gros 
noyaux trés basophiles. Leur cytoplasme est peu coloré. Vers la 
superficie, ce stroma devient plus dense, en particulier autour des 
racines des germes plumaires. 

L’épithélium de |’épiderme sus-jacent comporte trois ou quatre 
assises de cellules 4 cytoplasme sombre, dont les noyaux se 
colorent moins intensément que ceux du mésenchyme. La plus 
profonde de ces assises est constituée par une rangée de cellules 
hautes et cylindriques. Elle est recouverte par plusieurs couches 
de cellules qui, d’abord cuboides, s’aplatissent progressivement 
de la profondeur a la superficie. 

On observe parfois un certain épaississement de l’épiderme ou 
encore sa kératinisation, mais l’on n’y rencontre jamais d’inclu- 
sions et les noyaux de |]’épithélium épaissi conservent leur aspect 
normal. 

Suivant les conditions et surtout la durée des cultures, des zones 
de nécrose plus ou moins importantes peuvent envahir |’intérieur 
des explants: elles apparaissent d’abord en profondeur pour 
gagner petit A petit toute l’épaisseur du derme. Lorsque |’ épithé- 
lium vient 4 se replier sous la face profonde du derme, entre ce 
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dernier et le milieu de culture, une nécrose relativement précoce 
du mésenchyme dermique peut se produire alors que l’épiderme 
garde une apparence normale. 


b) CULTURES INOCULEES AVEC LE virus. — Nous avons procédé 
4 plusieurs essais expérimentaux : 

a) Dans un premier groupe d’expériences, des cultures, infectées 
avec le virus de la variole aviaire, furent fixées au bout de qua- 
rante-huit heures, quatre, six, huit, dix et douze jours, pour per- 
mettre de suivre l’apparition et le développement des lésions dans 
les explants. 

6) Dans un second groupe, la méme souche de virus fut passée 
lous les sept jours en moyenne sur nos cultures de peau embryon- 
naire. 

L’age des embryons donneurs d’explants au cours de ces deux 
séries d’essais se situait entre dix et douze jours d’incubation. 

y) Enfin, un troisiéme groupe de cultures a été consacré a des 
fragments de peau prélevée chez des embryons de 8, 9, 10, 11 
et 12 jours. Ce dernier sondage semble montrer que l’Age optimum 
du mésenchyme dermique peut se produire, alors que l’épiderme 
pour la culture du virus de la variole aviaire sur la peau embryon- 
naire du poulet se situe vers dix ou onze jours d’incubation. 

De Vensemble de ces expériences on peut dégager les obser- 
vations suivantes : 

1° Lk&sIoNS PRODUITES PAR LE virus. — Les fragments de peau 
sont prélevés dans la région dorsale de la téte des embryons. Les 
premiéres lésions caractéristiques apparaissent au bout de quatre 
jours de culture. 

Cependant, au bout de quarante-huit heures, on peut déja noter 
une hyperplasie localisée de l’épiderme. ‘Les noyaux des cellules 
épithéhales sont un peu moins colorés que ceux des cultures 
{émoins, mais, 4 ce stade, leur cytoplasme ne renferme jamais 
d’inclusions visibles, Au voisinage de l’épithélium hyperplasié, 
le mésenchyme dermique est particuliérement riche en éléments 
cellulaires. 

Apres quatre jours de culture, \’épaississement de 1]’épiderme 
est déja tres marqué. On observe parfois quelques petites inclu- 
sions de Bollinger dans les cellules de I’épithélium. Dans certains 
cas, ces cellules sont déja volumineuses ; leurs parois sont denses, 
bien dessinées, leur cytoplasme clair, leurs noyaux peu colorés et 
refoulés vers la périphérie de la cellule par une inclusion trés 
éosinophile. Cependant, les corps de Bollinger ne sont jamais trés 
volumineux ni trés nombreux. 

C'est a partir du sixiéme ou septigme jour que l’on observe 
les images les plus typiques. Elles résultent de Vhyperplasie 
épidermique et de modifications cellulaires spécifiques. 
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L’épaississement de |’épiderme peut se cantonner notamment le 
long des bords de l’explant. Le plus souvent, il envahit toute sa 
surface (pl., fig. 1) mais prédomine toujours au niveau des bords, 
renflés parfois en de véritables bourrelets. 

Les cellules é6pithélales hypertrophiées prennent une forme 
arrondie ou polyg gonale. A lintérieur de leur cytoplasme éclairci 
et plus ou moins vacuolisé, des corps de Bollinger volumineux 
refoulent vers la périphérie un noyau en voie de dégénérescence, 
prenant mal les colorations ou méme complétement détruit. Son 
nucléole, en revanche, se colore intensément (pl., fig. 4). 

Les inclusions de Bollinger, bien que trés éosinophiles, offrent 
rarement une apparence homogéne, mais présentent le plus souvent 
un aspect granuleux, irréguliérement coloré par |’éosine. 

Dans l’ensemble, surtout en bordure de l’explant, les parois 
cellulaires dessinent une sorte de réticulum enserrant dans ses 
mailles les corps de Bollinger ; cet aspect reproduit en tous points 
celui présenté par les coupes de peau de poulets inoculés avec le 
virus (pl., fig. 2 et 4). 

Le derme sous-jacent est tantot partiellement nécrosé, tantot 
encore sain, mais aminci et plus ou moins vacuolisé. De nombreux 
noyaux de cellules mésenchymateuses se trouvent au contact immé- 
diat de l’épithélium infecté (pl., fig. 1). Nous n’avons jamais 
observé la présence d’inclusions éosinophiles dans les couches 
dermiques des explants. 

Nous avons pu étudier un nombre important de coupes, prati- 
quées sur des explants cultivés pendant sept a huit jours. Ces 
explants provenaient soit de primocultures, soit de passages ulté- 
rieurs. L’examen de ces préparations souligne la grande varia- 
bilité topographique des Jésions au bout d’un temps de culture 
relativement prolongé. 

A cété d’atteintes limitées aux bords de l’explant, déja décrites 
certaines cultures montrent des zones d’hyperplasie alternant avec 
des nodules de cellules saines. Ailleurs, |’épiderme hyperplasi¢ 
occupe presque toute l|’épaisseur de l’explant et recouvre un 
mésenchyme trés aminci. Enfin, dans certains cas, |’épithélium 
infecté tend A se replier sous le derme, entre ce dernier et le 
milieu nutritif. I] s’épaissit peu dans cette région, mais on y ren- 
contre fréquemment de nombreuses inclusions. Lorsque Je derme 
est complétement encapsulé par |’épiderme, i] se nécrose en 
général dans sa totalité. 

Les cultures prolongées au dela de huit jours otfrent des images 
histologiques beaucoup moins réguli¢res encore. Tandis que le 
derme se nécrose complétement, l’aspect de lépiderme évoque 
un éclatement des cellules distendues par les inclusions virales (pl.. 
fig. 3, fléche). C’est le mauvais état des explants 4 ce stade qui 
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nous a fait adopter, pour les passages du virus, le rythme optimum 
de sept jours. 

Cependant, l’élimination de |’épiderme a la suite de sa destruc- 
tion par l’infection peut parfois se produire de fagon plus précoce 
ou, au contraire, se trouver retardée. Ainsi, sur des cultures fixées 
au bout de dix jours, les cellules de |’épiderme, vacuolisées 
a l’extréme et réduites souvent a leurs simples parois, renfer- 
maient d’énormes inclusions tandis que leurs noyaux étaient 
détruits ou en voie de dégénérescence. 

Les deux faits essentiels 4 retenir 4 ce stade demeurent, par 
conséquent, l’intense degré de vacuolisation cytoplasmique des 
cellules épidermiques et leur éclatement plus ou mois rapide avec 
libération des corps de Bollinger (pl., fig. 3). 


2° PassAGES DU VIRUS SUR LES CULTURES DE PEAU EMBRYONNAIRE. 
— Nous avons procédé a 15 passages d’une méme souche de 
variole aviaire sur des cultures de peau d’embryons de dix 
a douze jours d’incubation. 


Tasteau I. — Passages du virus de la variole aviaire sur des explants 

de peau embryonnaire de poulet en culture d’organe. Contréle de 

l’infectivité des explants par inoculation de leur broyat 4 la mem- 
brane chorio-allantoidienne de l’euf embryonné. 


ee Durée Séjour & Oeufs inoculés 
de basse temp? 

culture (en jours) Délais d! 

(en . (1) ouverture 

jours, {en jours) 
Soucne initiale - - ts 4 ie} 4 (0) 
Primo-culture G - iff 2 1 1 (0) 
ler passage 5 - 6 5 5) 2 ce) 
2@me passage 7 10 j./42 ¢ 6 1 ) 1'2)| 9 
32me passage 9 - 8 23 2 10) ie} 
42me passage 8 Se ease sf 1 i 0) (a) 
5eme passage 6 - 6-7 5 0 5 (2) (0) 
65me passage 8 - - 2 a 1 (0) 
7éme vassage 6 - 6-7 4 2 2 fe) 
Séme passage ts} - 7 4 1 2 1 
ASino mana 7 222/=15© c 6 1 0 1(2)} 9 
10@me passage we = 6 4 2 2/2) 0 
lléme passage Ole - 5 2 3(2) (0) 
l25me pussage 8 af nuit/-152C - Sf 4 3 (9) 
l3eme passage | a a 8 ¥) 2 3 0 
14@me passage 7 - 6 3 (0) 362) 0 
15éme passage 7 2 5./42 ¢ is} 3 1 2 Cc 


et 


(1) Jusqu’au passage suivant. (2) Un fragment de membrane de l'un de ces ceufs 
présumés positifs fut fixé, coupé 45 y et coloré : l’examen histologique confirma 
la positivité du résultat. 
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L’ensemble de ces passages correspond a plus de cing mois de 
culture du virus, compte tenu de plusieurs séjours des explants 
a la chambre fr oide avant le passage suivant. 

‘Les passages successifs furent pratiqués en moyenne tous les 
sept a huit jours, Le tableau I résume et précise les conditions 
expérimentales de ces essais ainsi que les renseignements obtenus 
en contrdlant le pouvoir infectant des explants broyés et inoculés 
a la membrane chorio-allantoidienne d’ceufs embryonnés. 

Ce tableau montre qu’aprés le quinziéme passage, les ceufs ser- 
vant au controle contiennent dans |’épithélium de leur séreuse 
de nombreuses inclusions de Bollinger. Ainsi, V’infection par le 
virus de la variole aviaire peut étre transmise de culture a culture 
pendant au moins 15 passages et pour une durée dépassant cing 
mois. 


II. — CoNSERVATION DES SOUCHES. 


Nous nous sommes enfin demandé dans quelle mesure les 
souches de variole aviaire provenant de cultures organotypiques 
pouvaient se préter a la conservation en vue de leur utilisation 
ultérieure. 

Ainsi, aprés 9 passages de notre souche sur la peau explantée, 
les cultures furent placées, telles quelles, pendant vingt-deux 
jours a — 15°C. Elles furent ensuite broyées et soumises a un 
dixiéme passage. Le contrdle sur la membrane chorio-allan- 
toidienne montra qu’elles avaient conservé un pouvoir infectant. 

Une autre série de cultures provenait du sepliéme passage. 
Conservées pendant quarante-neuf jours & — 15° C, puis broyées 
dans du liquide de Tyrode et inoculées 4 la chorio-allantoide 
d’ceufs incubés, elles y déterminérent aussi l’apparition de lésions 
spécifiques indiscutables. 

Ces sondages indiquent donc la possibilité de différer les pas- 
sages d’une souche en la conservant 4 basse température, pen- 
dant au moins sept semaines. Il est probable que ce délai peut 
étre prolongé. Des essais actuellement en cours permettront de 
le préciser. 


DiscUSSION ET CONCLUSIONS. 


1° Nous avons cultivé, en présence du virus de la variole aviaire, 
des explants de peau préparés suivant la technique des cultures 
d’organes d’Et. Wolff et K. Haffen {2, 3]. Dans de telles condi- 
tions, nous observons l’apparition de lésions épidermiques compa- 
rables, sinon identiques, Aa celles produites chez l’animal vivant 
inoculé par voile cutanée. 

En 1951, Bang, Levy et Gey [8] cultivérent le méme virus sur 
des cultures en tubes roulants de cellules fibroblastiques ou épi- 
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théliales de poulet, d’origine pulmonaire. Les lésions cytopatho- 
genes décrites par ces auteurs se limitent 4 une simple destruction 
des cellules épithéliales. On n’y voit jamais d’inclusions caracté- 
ristiques. Les fibroblastes ne sont pas détruits par le virus et ce 
dernier n’y développe jamais de corps de Bollinger. 

Une étude plus approfondie de ces phénoménes devait conduire 
Bang et ses collaborateurs a la conclusion que les corps de 
Bollinger étaient constitués par lagglutination des particules 
virales dans une matrice lipidique. Les conditions nutritives 
fournies par les cultures cellulaires n’apporteraient pas, selon ces 
auteurs, les éléments nécessaires a |’édification d’une telle matrice. 

Par contre, en culture d’organe, la formation des inclusions 
devient possible. Il reste a préciser si celles-ci s’édifient aux dépens 
des éléments nutritifs du milieu ou si, comme nous le pensons, ces 
éléments existent dans les explants organisés. 

2° Le virus montre pour les tissus des organes cultivés in vitro 
la méme affinité que pour les tissus de |’animal entier. Comme 
chez ce dernier, les lésions cutanées sont caractérisées par une 
hyperplasie de l’épiderme, tandis que l’infection épargne les 
éléments dermiques. 

En outre, nous avons essayé de cultiver le virus de la variole 
aviaire sur des explants d’autres tissus, tels que le foie, le poumon, 
le mésonéphros ou les gonades. Ces tentatives ne nous ont pas 
permis, jusqu’a présent, d’y constater, comme dans les cultures 


de peau, l’apparition des lésions caractéristiques et des corps de 
Bollinger. 


LEGENDE DE LA PLANCHE 


Fic. 1. — Explant de peau prélevé chez un embryon 4gé de 8 jours. Incubation en 
présence du virus : vingt-quatre heures. Fixation aprés sept jours de culture. 
Coupes & 5 yx. Coloration : hémalun-éosine. Gr. 176 x. Noter l’hyperplasie de I’épi- 
derme (E) qui renferme de nombreuses inclusions de Bollinger (I. B.). Derme sain (D). 


Fic. 2. — Méme culture que sur la figure 1. Gr. 320 x. Remarquer le réticulum 
caractéristique dessiné par les parois épaissies des cellules épidermiques (E). Nom- 
breuses inclusions de Bollinger intracellulaires. Derme sain (D). 


Fic. 3. — Explant cutané d’un embryon de 11 jours. Incubation en présence du 

virus : une heure et demie. Fixation aprés neuf jours de culture. Coupes a 5 yp. 

Hémalun-éosine. Gr. 460 x. L’épaississement des parois cellulaires, la présence 

dinclusions a l'intérieur de leur cytoplasme (I. B.) et I’hyperplasie de l'épiderme 

coexistent avec une vacuolisation importante de l’épithélium (V.E.). La fléche 
montre une cellule éclatée aprés libération de son inclusion. 


Fic. 4. — Méme préparation que sur les figures 1 et 2. Gr. 1700 x. I. B. : inclu- 

sion refoulant le noyau (N) vers la périphérie de la cellule. Dans d'autres cellules, 

les noyaux dégénérent ou ont complétement disparu. Plusieurs inclusions de 
Boll:nger (I. B.) se montrent colorées par l’éosine de facon irréguliére, 
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3° Les lésions produites en culture d’organe par le virus de la 
variole aviaire sont comparables a celles que l’on trouve chez 
Yanimal inoculé. Elles apparaissent vers Ja quarante-huiti¢me 
heure sous forme d’une simple hyperplasie de |’épiderme. 

Dés le quatriéme jour de culture et surtout a partir du sixiéme 
jour, elles revétent leur aspect caractéristique ; elles intéressent 
alors toute l’étendue ou une partie seulement de l’épiderme, tandis 
que le derme n’est jamais atteint par l’infection. On voit de nom- 
breuses inclusions de Bollinger dans les cellules épithehales. 

Apres Sept ou huit jours lng altérations cellulaires n’ont guére 
changé, mais une assez grande variabilité caractérise la one 
sraphie générale des iene intéressant |’épiderme. 

Au dela de huit jours, l’épiderme infecté, progressivement 
détruit, tend A s’éliminer; le derme des cultures soumises 
a Vaction des virus présente, comme celui des témoins, des 
images nécrotiques plus ou moins importantes. Ces lésions n’ont 
done aucun caractére de spécificité. 

4° L’action spécifique du virus peut s’observer aussi bien sur 
les explants cutanés de 10 a 12 jours que sur ceux provenant 
d’embryons a 8 ou 9 jours d’incubation. 

Ainsi, le caractére des lésions que nous avons décrites et le 
comportement du virus vis-a-vis des différents tissus que nous 
avons éprouvés nous donnent l’espoir que cette technique pourra 
se situer 4 mi-chemin entre inoculation des virus aux animaux 
de laboratoire et leur multiplication en culture histiotypique. Nous 
pensons qu’appliquée a l’étude d'autres virus, elle pourra prendre 
une valeur générale. 


RESUME 


1° Le virus de la variole aviaire a été cultivé sur des fragments 
de peau d’embryon de poulet de 8 a 12 jours, explantés in vitro 
sur le milieu de culture d’Et. Wolff et K. Haffen. 

2° L’infection des explants par le virus a été attestée par les 
lésions que manifeste la membrane chorio-allantoidienne d’em- 
bryons inoculés avec le broyat de ces explants. D’autre part, elle 
a 6té révélée directement par les lésions histopathologiques que 
montrent les cellules épidermiques de ]a peau explantée 

3° Les lésions épidermiques des explants ont le méme aspect 
que celles que l’on observe chez |’animal inoculé par voie cutanée. 
Elles se manifestent sous forme d’épaississements hyperplasiques 
de l’épiderme, dont les cellules contiennent des amas de virus 
(corps de Bollinger). 

4° L’infection a pu étre transmise d’explant en explant, pen- 
dant plus de cing mois au cours de 15 passages. 
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SUMMARY 


HisToPATHOLOGICAL SPECIFIC CHANGES INDUCED BY FOWL-POX VIRUS 
IN ORGAN CULTURES OF CHICK EMBRYO SKIN. 


1. The fowl-pox virus was cultivated on fragments of 8-12 days 
old chicken embryo, explanted in vitro on the culture medium of 
Et. Wolff and K. Haffen. 

2. Infection of the explants was demonstrated by the lesions 
appearing on the chorio-allantoic membrane of embryos inoculated 
with a suspension of these explants. It was also evidenced by the 
lesions of epidermal cells of the skin. 

3. The epidermal lesions of the explants have the same appea- 
rance as the lesions observed in cutaneously infected animals. 
They consist of hyperplasic thickening of the epidermis, the cells 
of which contain virus inclusions (Bollinger bodies). 

4. The infection was transmitted serially in culture for more 
than five months, a total of fifteen transfers. 


* 
x * 


Nous tenons a remercier ici le professeur P. Lépine et le 
Dt P, Atanasiu, de |’Institut Pasteur de Paris. Ils nous ont aima- 
blement fourni les souches de variole aviaire utilisées au cours de 
ces expériences. 
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MULTIPLICATION DU VIRUS VACCINAL 
EN CULTURES CELLULAIRES 


ETUDE GENERALE 


par L. CARRERE, J. MANDIN et M. POURQUIER (*). 


(Laboratoire de Microbiologie et Virologie, 
Faculté de Médecine, Montpellier) 


Si Pon examine la littérature consacrée & l’action du virus 
vaccinal en cultures cellulaires, on est frappé par les résultats 
différents que les auteurs obtiennent. Si certains, comme Mait- 
land [28], Benedek (4], Noyes [80], Lerner [24], Vieuchange [42], 
d’Amore [4], décrivent exclusivement des lésions destructives des 
cellules infectées par le virus vaccinal, d’autres, comme Haagen [12 
a 46], Ryden et Randall [83], Kamahora [418], Sato [84] et 
Sureau [40], obtiennent dans les différents tissus maintenus in 
vitro des lésions types d’inclusions analogues a celles décrites en 
1892 par Guarnieri [44] et obtenues par inoculation vaccinale sur 
la cornée du Japin. Enfin, d’autres auteurs décrivent les deux 
types de lésions, c’est le cas de Rivers et coll. [84]. 

Une premiére remarque s’impose : ce n’est qu’a partir de 1953 
que la culture in vitro du virus vaccinal fut faite suivant la tech- 
nique de Dulbecco [8], c’est-a-dire sur des cellules ensemencées 
apres dispersion par la trypsine et réalisant une couche mono- 
cellulaire dans des récipients en verre. Auparavant, il s’agissait 
de cellules prélevées sous forme d’explants et mises en culture 
sur plasma de poulet. La cornée de lapin était le tissu le plus 
souvent utilisé. 

En outre, on constate que l’unanimité est loin d’étre réalisée 
parmi les auteurs ayant étudié les altérations cytologiques pro- 
duites in vitro par le virus vaccinal. Nous avons essayé a notre 
tour de déterminer quelle est l’action cytopathogéne de virus vac- 
cinal d’origines différentes sur des cellules animales de diverses 
provenances. 

L’étude de la multiplication virale sera faite par le titrage du 
pouvoir infectant du milieu de culture. Elle sera examinée corré- 
lativement avec les lésions cellulaires. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959. 
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TECHNIQUES ET METHODES. 


La technique de culture de tissus fut celle de Dulbecco, en couche 
monocellulaire. Les cellules utilisées étaient, soit des cellules d’explants 
primaires, soit des cellules stocks. Les cellules d’explants primaires pro- 
venaient de reins de lapin, d’embryons de poulet ou de cellules amnio- 
tiques et chorioniques humaines. D’autre part, c’est la souche de cel- 
lules K. B. que nous avons utilisée dams ce travail. Toutes ces cellules 
ont été cultivées dans des tubes & lamelles permettant la coloration de 
la culture 

Le virus vaccinal était, soit du virus provenant d’une orchite du lapin, 
soit un Virus ayant subi plusieurs passages sur cellules K. B. 


ETUDE GENERALE. 


Pour réaliser cette étude, nous avons recherché l’action du 
virus vaccinal non adapté a divers types cellulaires d’une part, 
et l’action de souches de virus ayant subi déja plusieurs passages 
en série sur un seul type de cellules d’autre part. En particulier, 
nous avons utilisé une souche de virus ayant subi plusieurs pas- 
sages sur des cellules de la souche K. B. 


C’est le virus adapté a une souche cellulaire que nous avons 
surtout utilisé dans la recherche de la multiplication virale, de 
son effet sur la croissance cellulaire parallélement a l'étude cyto- 
logique. Nous rapporterons les résultats obtenus en envisageant 
successivement la date d’apparition des premiéres lésions, 1’action 
virale sur indice mitotique et, enfin, la recherche et le titrage 
du virus dans le milieu nutritif. 


DATE D’APPARITION DES LESIONS. 


Nous avons, au cours de nos premi¢res expériences, infecté des 
cellules épithéliales de rein de lapin avee du virus vaccinal pro- 
venant d’un testicule de lapin inoculé, cing jours auparavant, avec 
de la lymphe bovine. 

Les premiéres lésions observables survenaient précocement a la 
quarante-huitiéme heure, cette rapidité résultant peut-étre du fait 
que le virus provenait d’un tissu de la méme espéce que celle 
des cellules utilisées. 

Utiisant ensuite du virus d’origine bovine, purifié par des 
antibiotiques a hautes doses et adapté a des cellules de la 
souche K. B., nous avons constaté, au cours de passages succes- 
sifs, un raccourcissement du temps de latence. Pour la premiére 
inoculation, ce temps était de quatre-vingt-seize heures. II est passé 
ensuite, pour le deuxiéme passage, 4 quatre-vingt-quatre heures : 
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a partir du troisiéme passage le temps s’est maintenu fixe a qua- 
rante heures. Le temps de latence se raccourcit donc, comme on 
pouvait s’y attendre, 4 mesure que le virus s’adapte a un type 
cellulaire. 

Pour des virus non adaptés aux cellules infectées, le temps 
de latence est plus long. En ce qui concerne, par exemple, les 
cellules amniotiques et chorioniques infectées aussi bien avec du 
virus d’origine bovine qu’avec du virus cultivé sur cellules K. B., 
le temps de latence est de trois jours. 

Pour des cellules rénales de lapin infectées avec du virus pro- 
venant également de cultures infectées de la souche K. B., le temps 
de latence est de quarante-huit heures. Enfin, pour des cellules 
embryonnaires de poulet infectées avec le méme virus, le temps 
de latence est compris entre trois et quatre jours. 


ETUDE DE L’INFLUENCE SUR LA CROISSANCE CELLULAIRE 
ET SUR L’ INDICE MITOTIQUE. 


Dans le cas d’un virus dont Vaffinité et la virulence ont été 
exaltées par passages successifs, de méme que le temps de latence 
est plus court, de méme |’évolution des lésions est bien plus 
rapide. En quarante-huit heures, toutes les cellules de la 
souche K. B. sont pratiquement détruites avec un tel virus. 

Cette rapidité d'action a un inconvénient: elle rend malaisée 
toute étude concernant la relation entre l’apparition des effets sur 
la croissance cellulaire, la rapidité de l’évolution des lésions et 
Ja multiplication virale. 

Aussi, pour cette étude, nous sommes-nous rapportés au 
deuxiéme passage du virus vaccinal sur cellules K. B. Nous avons 
ealculé un indice mitotique caractérisant la croissance cellulaire 
d’une culture. 

L’indice mitotique correspond & la moyenne par champ des 
mitoses comptées dans 100 champs du microscope avec un grossis- 
sement de 160. Nous avons obtenu comme indice mitotique les 
résultats indiqués dans le tableau I. 


TasLeaAu I, 


! ! ! 1 ! 
Age de la culture en ! 60 72 84 96 108 120-132 1 160 | 162 1 174 
heures I ! ! LU 1 


Indice mitotique des 
cellules témoing 


1 e8 


Temps de l'infection 12 241 36 48 60 72 84 96 108 120 
en*heures ! 


! | t ! ! 

1 1 1 ! ! 

1 1 ! 1 1 
1 ! ! ! ! ! | ! 1 1 
! ! 1 ! ! ! ! ! ! ! 
! ! 1 | ! ! i 1 1 ! 
1 ! ! 1 1 ! ! 1 1 ! 

Indice mitotique des 1 4,7 ! ! ! 1 {74,1 1 0,3°'!1 0,2 1 0,3 ft Oo 
. nfecté ! ! ! ! i ! ! ! t 1 
! 1 1 ! ! ! ! 1 1 ! 
! 1 ! ! ! ! 1 ! ! 1 
1 1 i 1 ! 1 ! 1 t 
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Les variations du nombre des mitoses ont une assez grande 
ampleur, mais comme elles se retrouvent également dans les cul- 
tures témoins, il est difficile d’en rendre responsable |’infevtion 
virale. Levaditi (26] a constaté que, dans les cellules épithéliales 
de la peau du lapin vacciné, il y avait une augmentation de la 
vitalité cellulaire et du nombre des mitoses. 

Les chiffres précédents ne permettent pas de se prononcer sur 
une similitude queleonque entre les phénoménes observés in vivo 
et ceux obtenus in vitro. 

Il nous semble néanmoins que la disparition brulale des mitoses 
est précédée par un léger accroissement du nombre des images 
mitotiques. Ne s’agirait-il pas dans ce cas de mitoses interrom- 
pues ? Nous analyserons ce point dans la discussion. 

L’examen des chiffres du tableau I permet, néanmoins, de 
constater qu’entre la soixante-douziéme heure et la quatre-vingt- 
quatriéme heure de l’infection, il y a une chute brutale du nombre 
des mitoses. Or, c’est a la quatre-vingt-quatriéme heure de l’infec- 
tion qu’apparaissent les premiéres lésions en foyers. Donec, s1, 
apparemment, seules certaines cellules sont alteintes en premier 
lieu, il y a en fait une action générale étendue a toutes les cellules 
dont la multiplication est pratiquement arrétée. Cet arrét de la 
multiplication précéde l’apparition des premiéres lésions. 


ETUDE DE LA MULTIPLICATION VIRALE. 


Nous avons procédé au titrage de l’activilé spécifique du liquide 
prélevé toutes les douze heures sur culture infectée en tubes 
a lamelles, cette culture étant ensuite fixée pour 1|’étude histolo- 
gique. Ce titrage était effectué sur les tubes de culture de la 
souche Kk. B. et, pour certains prélévements, par numération des 
pustules obtenues sur la membrane chorio-allantoidienne de I’ceuf 
de poule incubé, ou par inoculation par grattage sur la peau rasée 
du lapin. 

Pour étudier comparativement la libération de virus dans le 
liquide et les effets sur Ja culture cellulaire, nous avons utilisé 
le deuxiéme passage du virus adapté aux cellules K.B., celui 
pour lequel l’indice mitotique a été précédemment indiqué. 

Corrélativement, une neutralisation était effectuée par mise en 
contact, deux heures 4 la température du laboratoire, des diffé- 
rents virus avec du sérum de lapin hyperimmunisé aux dilutions 
du 1/2, du 1/4, du 1/8 et du 1/16. Une quantité égale de chacun 
des virus et des différentes dilutions de sérum est mise en pré- 
sence pendant ce laps de temps. 


La neutralisation avait lieu pour les sérums dilués jusqu’au 1/4, 
mais non pour des dilutions plus importantes. 
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Des témoins, réalisés avec du sérum de lapin normal, ne mon- 
traient aucune neutralisation du virus. 
Le tableau II donne les chiffres obtenus. 


TaBLEAu II. 


HEURE DE L'INFECTION !! 60 


TITRE DE LA DILUTION 
ACTIVE 


La courbe du titrage du virus libéré dans le liquide est repré- 
sentée dans la figure 1. Le tracé de l’indice mitotique a été réalisé 
pour montrer sa chute brutale entre la soixante-douziéme heure 


36 48@. 60 72 06 %6 108 120 


Fic. 1. — Courbe du pouvoir infectant en trait plein et courbe de l’indice mitotique 
en pointillé. En abscisse, le temps en heures. En ordonnée, l’indice mitotique et le 
logarithme de la dilution active. La fléche indique le début des lésions. 


et la quatre-vingt-quatriéme heure. Une fléche indique le début 
des lésions. 

Sans anticiper sur l'étude cytologique, on peut done noter que 
les premiéres lésions sont corrélatives 4 l’arrét des mitoses et 
correspondent au taux maximum de virus libéré dans Je milieu. 
Le plateau correspondrait 4 une libération progressive de virus 
produite par les cellules successivement infectées. 

La destruction cellulaire terminale n’aménerait pas de libération 
importante de virus, résultat en accord avec l’opinion de Vieu- 
change [42] dans son étude sur l’action du virus vaccinal sur 
cultures épithéliales de rein de lapin. 
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Discussion. 


Nous voudrions d’abord faire une réserve sur le titrage de 
l'activité spécifique du liquide des tubes infectés, qui peut-étre 
ne refléte que d’une maniére assez éloignée le titre du virus des 
cellules. On peut néanmoins penser que la hbération du virus par 
les cellules atteintes se fait d’une maniére continue, et que d’autre 
part, inactivation du virus contenu dans le liquide a la tempé- 
rature de l’étuve est constante. 

Cette réserve faite, voici les points que nous voudrions souli- 
ener. 

1° Le titre obtenu avec Je liquide d’une culture infectée avec 
un virus adapté, donnant rapidement une destruction cellulaire, 
nous parait moins important que le titre obtenu avec un virus 
dont l’action cytopathogéene est plus lente a se développer. 

Ce point, du fait de la rapidité de la destruction cellulaire, 
mériterait d’étre confirmé par des titrages de Vl infectivité du 
liquide dans des prélévements successifs trés rapprochés. 

2° Le type des lésions obtenues par action du virus vaccinal 
est une dégénérescence avec extension centripéte. Les cellules ne 
sont pas atteintes en méme temps, malgré l’importance de l’ino- 
culum. En effet, il y a dans les tubes contenant du virus non 
dilué, dont le titre est de 10—*, mille fois plus de particules infec- 
tantes que dans ceux inoculés avec du virus dilué au milliéme. 
Et, cependant, l’action cytopathogéne débute également dans ces 
tubes par des lésions en foyers. Cet aspect est la conséquence de 
la différence de sensibilité des diverses cellules de la culture au 
virus, du fait que ces cellules ne se trouvent pas au méme stade 
de leur croissance. Ce qui expliquerait, soit que la cellule laisse 
plus ou moins facilement pénétrer le virus suivant l’état de la 
membrane, soit qu’une cellule dont la croissance est importante 
est beaucoup plus susceptible d’étre parasitée qu’une cellule au 
repos. 

3° L’augmentation du nombre des images de division traduirait 
interruption du mécanisme ordinaire, ce phénoméne d’arrét mul- 
tiphant le nombre des mitoses que l’on peut observer a un temps 
donné. Que l’on admette comme date d’interruption des divisions 
cellulaires l’augmentation apparente des images ou bien leur dis- 
parition, un fait demeure : ce phénoméne précéde toutes lésions 
microscopiques. 

4° Jl y a libération du virus avant l’arrét de la croissance et 
avant le début de Valtération cytopathogéne. Le virus se multiplie 
done dans la cellule, sans qu’apparemment elle en souffre. 

Ces points ¢tant acquis. on peut se demander quelle est la 
cause de l’apparition de Valtération cytopathogéne. Les lésions 
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sont-elles dues 4 un effet cytotoxique du virus se multipliant dans 
les cellules ? 

En faveur de cet effet toxique, il faut noter la plus grande rapi- 
dité d’évolution en cas d’infection massive, bien que l’on puisse 
penser qu'il y a une multiplication intracellulaire plus importante 
du virus. 

Mais la libération du virus, avant toute apparition des lésions 
microscopiques décelables, va a l’encontre de cette hypothése. 

On peut se demander, en effet, pourquoi l’action virale ne serait 
pas immédiatement toxique, sans temps de latence. Une autre 
hypothése peut étre formulée, celle de l’action compétitive du 
virus. Pour une cellule donnée, l’altération cytopathogéne devien- 
drait apparente lorsque la synthése des constituants du virus 
a partir des métabolites cellulaires a épuisé la capacité métabo- 
lique propre de la cellule. 

Si la cellule peut a la fois synthétiser les constituants du virus 
et ses propres constituants, il n’y a pas de lésion cytopathogéne 
décelable. 

Si au contraire la cellule épuise ses métabolites pour synthé- 
tiser le virus, les lésions cytopathogénes apparaissent. 

Le maintien du titre du virus 4 partir des premiéres lésions, 
pendant quarante-huit heures, correspondrait dans la figure 1 
a Vinfection successive des cellules. Il y a donc bien compétition 
entre virus et métabolites cellulaires. 

Nous cherchons actuellement & compléter ces résultats par 
Vétude de Vinfection au cours d’un seul cycle de développement 
viral, soit en réalisant une infection massive d’emblée, soit par 
interruption de l’action virale au bout d’un certain temps. 


SUMMARY 


PROPAGATION OF VACCINIA VIRUS IN TISSUE CULTURE. 
GENERAL STUDY. 


The studies were carried out on monolayers of primary explants 
or stock cells. 

Vaccinia virus induces a centripetal degeneration. All the cells 
are not injured at the same time ; this is due to the fact that these 
cells are not in the same stage of development. 

Study of the mitotic index during the infection shows a sudden 
disappearance of mitosis, following a slight increase ; this increase 
proves the cessation of the usual division mechanism. This pheno- 
menon always takes place before the appearance of any muicro- 
scopical change. 

Investigating infectivity, one states that there is ia release of 
the virus before growth stops and before the cytopathogenic effect 
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starts. The virus apparently multiplies in the cells without any 
visible lesion. 


The lesions might be due to a cytotoxic effect of the virus, but 
the release of the virus before any pathological manifestation does 
not support this hypothesis. Another hypothesis can be put 
forward : a competitive activity of the virus with the cell meta- 
bolites. 
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ETUDE DU VIRUS DE CARRE EN CULTURES CELLULAIRES 


I. — CULTURE DU VIRUS SUR CELLULES EMBRYONNAIRES DE POULET 


par P. RECULARD, L. NICOL, O. GIRARD, R. CORVAZIER, 
M. CHEYROUX et Ph. SIZARET (*). 


(Institut Pasteur, Annexe de Garches, Service des Virus) 


HisrorIque. 


[Les premiers essais de cultures du virus de Carré sur fragments 
lissulaires sont dus 4 Kantorowicz [4] en 1930, puis a Mitscher- 
lisch {8} qui, en 1938, obtint la survie du virus sur cellules pulmo- 
naires et spléniques, par la méthode des cultures en gouttes 
pendantes. 

Ces résultats ne furent dépassés qu’en 1951, époque a laquelle 
Dedie et Klapotke [4, 2] réalisérent la multiplication du virus 
adapté au furet dans des cultures semblables. 

En 1952, E. ‘Lasfargues et R. Corvazier [5, 6], 4 1’Institut 
Pasteur de Garches, obtinrent également la multiplication du virus 
de Carré par passages sur des tissus embryonnaires de poulet, 
cullivés suivant la technique de Maitland. 

Enfin, récemment, Hopper [8] a rapporté des résultats de 
quelques passages du virus sur différentes cellules du chien, du 
furet et de homme ; seul le virus adapté au furet semble avoir 
cultivé sur cellules rénales de furet et sur cellules épithéliales 
pulmonaires de chien. Mais les passages effectués par Hopper 
ont été trop peu nombreux pour permettre une conclusion. 


CULTURES CELLULAIRES. 


Des embryons de poulet au dixiéme jour de l’incubation sont 
prélevés aseptiquement, lavés dans la solution de Earle et frag- 
mentés aux ciseaux a iridectomie. 

Les fragments, de dimensions aussi petites que possible, sont 
ou bien directement mis en suspension dans le liquide de culture, 
ou bien soumis a la digestion trypsique, le culot cellulaire obtenu 
étant lavé, puis réparti convenablement aprés numération des 
cellules dans le méme liquide de culture. 

Ce dernier est le milieu a Vhydrolysat de caséine de I’Institut 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959. 
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Pasteur, fabriqué suivant la formule de Lépine, Slizewicz, Daniel 
et Paccaud [7], additionné de sérum de poulain. 

Les cellules sont cultivées en boites de Roux a la température 
de 38°. Un tapis continu de fibroblastes se forme en quarante- 
huit heures. 


VIRUS. 


Sur ces cellules, nous avons tenté la culture d’un virus « Green » 
au soixantiéme passage sur furet: V F1, 
au quatre-vingt-quinzieéme passage sur furet: V F2, 
et de plusieurs souches de virus avianisé, ayant subi au préalable 
une centaine de passages sur la membrane chorio-allantoidienne 
de Vceuf de poule embryonné (FTA, FTB, MTC, ATD, ATF, 
MTK, ATL). 


RESULTATS. 
1° CROISSANCE DU VIRUS. 


Les virus adaptés au furet (V Fl et V F2) ont été maintenus en 
survie au cours de cinq passages successifs (tableau I). Mais 


Tasteau I. — Souche du virus « Green » VF1, titrant 104 DMM/ml sur 
furet ; VF2, titrant 105 DMM/ml sur furet. Au passage I, 10 ml de 
chacun des virus ont été inoculés dans 100 ml de culture de tissus. 
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nous n’avons pas obtenu de multiplication du virus dans les 
cultures. 

Par contre, tous les virus avianisés ont pu étre cultivés par 
passages en série. 

La souche ATD, la plus ancienne, en est actuellement a son 
trente-sixiéme passage. 

Aucune destruction cellulaire implicable 4 la multiplication du 


TasteAu II. — Souche A TD : Virus avianisé au treiziéme passage sur 
cuf, 10 ml de liquide virulent titrant 106 DMI,,/ml sont inoculés 
dans 10 ml de culture de tissus embryonnaires, au passage I. 
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virus n’a été observée jusqu’a ce jour. Nous avons donc recours 
a l’inoculation dans l’ceuf du virus récolté pour établir son titre 
qui est exprimé en DMI,, par millilitre. 

Ainsi, le tableau II montre, pour la souche ATD, le maintien 
en survie du virus au cours des quatre premiers passages sur 
cellules, puis sa multiplication a partir du cinquiéme passage. 
Aprés stockage de la souche au seiziéme passage durant six mois 
a — 30°, le virus, dont le titre infectant a baissé de moitié, est 
capable de se multiplier aprés un temps de latence équivalant 
a quatre passages. 

Les courbes de croissance des différentes souches avianisées 
sont comparables a celle du virus ATD. 

Les titres infectieux actuellement obtenus sont compris entre 
10° et 10°° DMI, par millilitre. 


Tasreau II]. — Résistance du virus avianisé sur cellules. 


i 
i} 


Température : Attente : Perte de virulence en % DMI 50 

: + 48 heures : O 

& = 30° : + 8 jours : fe) 
: + 6 mois : 50 % 
: + I heure : O 

a + 15° : = #4 heures 3; 25 % 
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a + 37° 2 “Theure | <3 100 % 


2° MoDIFICATIONS CELLULAIRES DUES AU VIRUS. 


Lasfargues [5] avait signalé la formation d’inclusions cytoplas- 
miques géantes dans les fibroblastes de poulet infectés par le 
virus de Carré adapté au furet. Nous avons recherché ces mémes 
inclusions et nous les avons également observées dans les cultures 
en couche monocellulaire infectées par le virus avianisé. 


3° ETuDE DE QUELQUES FACTEURS ENTRANT EN JEU DANS LA CULTURE 

DES VIRUS AVIANISES SUR CELLULES. 

a) Cultures cellulaires. — ‘Les cultures cellulaires réalisées 
a partir de fragments embryonnaires et celles provenant des cel- 
lules isolées par trypsination offrent un terrain également favo- 
rable 4 la croissance du virus. 

b) Récolte et passage du virus. — Les boites de cellules étant 


inoculées entre la trente-sixiéme et la quarante- -huiti¢éme heure, le 
titre infectieux atteint une valeur maximum au quatriéme jour 
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apres l’inoculation. Si on effectue les passages de deux jours en 
deux jours le virus est simplement maintenu en survie dans le 
milieu, de sorte qu'il se trouve perdu aprés quelques passages. 
Il semble donc que la période de latence a la croissance du virus 
et a sa libération par les cellules dans le milieu soit de quarante- 
huit heures environ. 


c) Température. — L’incubation la plus favorable a été réalisée 
a 87°-38°. Au-dessous de cette température, nous avons fréquem- 
ment observé des dégénérescences cellulaires non spécifiques du 
virus. 

d) Présence de sérum de poulain dans le milieu. — Les résultats 
des expériences sont contradictoires : dans 50 p. 100 des cas le 
sérum a été défavorable a la multiplication du virus, dans les 
autres cas il n’a pas géné celte multiplication, et parfois méme 
les titres de virulence ont été plus élevés dans les cultures conte- 
nant du sérum que dans les témoins. Ces variations correspon- 
daient a l’emploi de différents lots de sérum, toutes autres condi- 
tions étant égales. Aussi formulons-nous l’hypothése suivant 
laquelle certains poulains producteurs posséderaient dans leurs 
sérums des substances inhibant, voire des anticorps neutralisant 
le virus de Carré, comme cela a déja été remarqué pour le virus 
poliomyélitique. 


4° CARACTERES ANTIGENIQUES DU VIRUS. 


Des réactions de fixation du complément ont été effectuées avec 
ce virus avec deux sérums de référence, l’un provenant d’un 
cheval hyperimmunisé au moyen de broyats d’organes virulents 
de furets, l’autre d’un cheval hyperimmunisé avec des broyats 
de membranes chorio-allantoidiennes d’ceufs infectés. Les mémes 
réactions ont été réalisées simultanément avec un antigéne récolté 
sur furet (rates) et un antigéne récolté sur ceufs (MCA). Enfin un 
sérum normal et un sérum antitétanique ont servi de témoins. Le 
tableau IV indique la plus forte dilution des sérums ayant fixé 
le complément en présence des virus: les résultats obtenus en 
utilisant comme antigéne le virus produit sur cellules sont compa- 
rables 4 ceux que ]’on a notés en mettant en présence un sérum 
«furet» avec un antigéne « ceuf» ou vice versa. On peut donc 
supposer que les anticorps titrés dans ces conditions sont bien des 
anticorps spécifiques anti-virus et non pas des anticorps anti- 
tissulaires. 

Les furets ayant recu le virus de cultures cellulaires et ayant 616 
isolés pour éviter une contamination possible se montrent immu- 
nisés contre Vinjection d’épreuve du virus de Green. 

Enfin, ce virus produit sur cellules est neutralisé in ovo par les 
sérums anti-virus de Carré classiques. 
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Tasteau IV. — Réaction comparée de fixation du complément. 
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Toutes ces observations permettent de conclure que nous avons 
obtenu en cultures cellulaires embryonnaires, un virus de Carré 
dont les qualités antigéniques sont semblables a celles de virus 
cultivé in ovo. 


CONCLUSIONS. 


Nous n’avons pas obtenu de multiplication du virus de Carré 
adapté au furet sur cellules embryonnaires de poulet. 

En revanche, le virus préalablement avianisé sur ceuf est capable 
de se reproduire trés facilement sur ces cellules. 

Le virus ainsi récolté posséde les caractéres antigéniques du 
virus cultivé sur ceuf. Il est plus résistant que ce dernier. Sa 
production peut étre envisagée en quantité importante. Elle est 
rapide et simple, done économique. 


SUMMARY 
STUDIES ON DISTEMPER VIRUS IN TISSUE CULTURE. 


It has not been possible to realize the multiplication of ferret- 
adaptated distemper virus in chick embryo cells. If the virus 
has been previously adapted to chicken egg, it very easily grows 
on chick embryo cells. It has the same antigenic characteristics 
as the egg-cultured virus; it is more resistant than this virus. 
Its production might be realized in large amounts; it is rapid, 
easy and not expensive. 
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RECHERCHES SUR UN VARIANT DIT “ FROID ” 
DU VIRUS DE LA POLIOMYELITE (°) 


par Neal GROMAN (**), André LWOFF et Marguerite LWOFF (***) 
(avec la collaboration technique d’Evelyne RITZ 
et Marie-Claire MAIGNE). 


(Service de Physiologie Microbienne, Institut Pasteur) 


Si l’on considére d’un point de vue théorique le probléme de 
la multiplication virale en fonction de la température, on aboutit 
nécessairement 4 la conclusion qu’il doit exister une température 
optimum, des températures limites, inférieures et supérieures, et 
des températures intermédiaires auxquelles le développement est 
plus ou moins inhibé. Les nécessités pratiques ont depuis long- 
temps conduit & déterminer la température optimum. C’est ainsi 
que dans le travail princeps de Burnet et Lush (4] optimum pour 
le développement du virus grippal a été fixé a 36°5. Les rares 
données sur la thermosensibilité du développement de quelques 
virus sont cependant d’acquisition récente, 

Un virus de mammifére maintenu a des températures notable- 
ment inférieures A 87°, disons de 26 a 29°, se développera trés 
lentement ou pas du tout. Beaucoup se sont sans doute satisfaits 
de celte constatation élémentaire. Dubes et Chapin [2], puis Dubes 
et Wenner [8] ont eu l’idée de sélectionner des souches virales 
capables de se développer 4 basse température et constaté que les 
variants « froids » ainsi obtenus avaient perdu tout ou partie de 
leur neurovirulence. Il a été montré depuis: 1° que la thermo- 
sensibilité du développement d’une souche virale donnée s’exprime 
par une courbe d’allure caractéristique, 2° que Ja thermosensi- 
bilité de diverses souches de virus poliomyélitiques est variable, 
3° qu’il existe une corrélation entre thermosensibilité et neuro- 
virulence, 4° qu’a partir d’une souche peu ou pas virulente, des 
variants hautement virulents peuvent étre obtenus par sélection 
a température élevée (Lwoff et Lwoff (5, 6]; Sabin et Lwoff [7)). 

Il nous a semblé intéressant de reproduire l’une des expériences 


(*) Ce travail a bénéficié de l’aide de la National Foundation des 
Etats-Unis d’Amérique. 

(**) Adresse personnelle : University of Washington, Dept. of Micro- 
biology, Seattle, Washington, U.S. A. 

(***) Manuscrit recu le 3 novembre 1959. 
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fondamentales de Dubes et Chapin et de Dubes et Wenner concer- 
nant les souches « froides » et, comme on le verra, nous avons 
abouti a des conclusions identiques aux leurs. De plus, nous 
apportons quelques précisions sur le développement d’une souche 
« froide » en fonction de la température. 


TECHNIQUES. 


Minreu. — Le milieu a la lactalbumine-extrait de levure (LaYe) de 
Dulbecco a été utilisé pour les passages, additionné de sérum de veau 
dépourvu de substances neutralisantes [6]. 


Trrraces. — Pour le titrage du virus « froid» on a appliqué la 
méthode de Dulbecco-Cooper [6]. Quelques remarques sont cependant 
nécessaires. Nous avons fait usage des cellules épithéliales de rein de 
singe a l’exclusion des cellules KB. Les boites de Petri étaient main- 
tenues a 35° au lieu de 37°. En fait, les titrages 4 37° et a 35° donnent 
les mémes résultats quelle que soit la cellule utilisée, mais a 37° les 
plages obtenues sur cellule KB sont trés petites, & peine lisibles. Elles 
sont d’ailleurs petites également & 35°. Par mesure de précaution, étant 
donné que le rendement individuel moyen & 37° ne représente que 
20 p. 100 du rendement a 35°, la température de 35° a été choisie. I] 
faut ajouter que le développement des souches « froides » est plus lent 
que celui des souches normales et « chaudes ». Le dénombrement des 
plages a lieu les quatriéme et cinquiéme jours au lieu des troisiéme et 
quatriéme. 

En plus du titrage par la méthode de Dulbecco-Cooper sur cellules 
rénales de singe, ont été effectués des titrages sur cellules KB dans le 
flacon méme de culture. On commence par laisser se développer une 
couche monocellulaire en milieu LaYe additionné de sérum. Lorsque 
la culture a atteint le développement voulu, on lave avec une solution 
saline tamponnée. On ajoute 0,3 ml de la suspension virale a la dilution 
convenablement choisie. Aprés une heure d’adsorption, on ajoute la 
gélose nutritive. Aprés solidification, on remplace l’air par le mélange 
air-CO, et on place les fioles 4 la température désirée. Les plages appa- 
raissent sous formes de zones opaques blanchatres qui s’éclaircissent 
par la suite, la coloration donnée par le rouge de phénol du milieu 
donnant un contraste suffisant pour la numération. 


LA SOUCHE « FROIDE »). 


IsoremMent. — Le poliovirus type I, souche Brunhilde-Enders- 
Chimpanzé [BEC] (Lwoff et Lwoff [6]) a subi 3 passages a 30°, 
puis 8 passages a 25°, ceux-ci aux dilutions 10-7, 10-47 (4 pas- 
sages), 10~*” (2 passages) et 10-1. L’indicatif de la souche est cons- 
titué par son origine, BEC, suivie de la température et du nombre 
de passages a cette température. Par exemple : BEC 258) corres- 
pond au huitiéme passage a 25°. 


Aussi bien a 30° qu’é 25°, on a noté aux quatriéme-cinquiéme 
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passages une diminution du temps nécessaire pour la dégéné- 
rescence cellulaire. Dans les conditions o& nous avons opéré, 
le titre final 4 25°, aprés dégénérescence cellulaire totale, était 
compris entre 3 et 4.10° particules formant des plages par milli- 
litre. 


NEUROVIRULENCE. — ‘Le probléme des corrélations entre thermo- 
sensibilité et neurovirulence a été discuté en détail [4, 5]. Rappe- 
lons simplement que le variant « froid» de la souche BEC 
(Brunhilde-Enders-Chimpanzé) a perdu toute trace de sa neuro- 
virulence originelle (Sabin et Lwoff [7]). Les observations prin- 
ceps de Dubes et Chapin, celles de Dubes et Wenner sont ainsi 
confirmées. 


DEVELOPPEMENT DES VARIANTS  FROIDS ) 
EN FONCTION DE LA TEMPERATURE. 


La cinétique du développement du variant BEC 25(1) est repré- 
sentée sur la figure 1. On notera que le rendement a 37° n’est que 
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® ® 
BN 


i 39° 

ox x< 
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Fic. 1, — Cinétique du développement du variant BEC 25 (1) du virus de la polio- 
myélite du type I, souche Brunhilde-Enders-Chimpanzé, & pH 7,3 en fonction de 
la température. 
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de 20 p. 100 du rendement optimum a 33 ou 35°. On constatera 
aussi que le développement du variant « froid » est tres lent. La 
production de particules infectieuses natteint 50 p. 100 du 
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maximum qu’aprés huit heures a 37°, neuf heures a 35° et dix 
heures a 33°. On se souviendra que pour les variants « chauds » 
ou «moyens » la valeur 50 p. 100 est atteinte en quatre a cing 
heures. Ajoutons que le rendement individuel moyen de la souche 
« froide » a oscillé entre 100 et 200. 

Les courbes de thermosensibilité du développement de la 
souche BEC originelle et de son variant « froid » sont données 
sur la figure 2. On y a représenté aussi, a titre de comparaison, 
la courbe de la souche VS 41(9) — variant « chaud » de la souche 
vaccinale LSs2ab de Sabin — dont il sera fait état plus tard (fig. 3). 


100 


“}rendement 


BEC Ng 
originelie% 


0,! 
température 
36° Sie S82 Beh 40° 4l° 
Fic. 2. — Rendement comparé 4 pH 7,3 de trois souches de poliovirus type I en 


fonction de la température. Le rendement maximum a été déterminé au cours 

dexpériences 4 cycle unique. Les chiffres portés en ordonnées correspondent au 

pourcentage du rendement oplimum. On a représenté la courbe de la souche 

BEC originelle, celle de son variant « froid » BEC 25 (8), et celle enfin de la 

souche « chaude » VS 41 (9) dont le développement A basse température est, 

dans l’expérience représentée sur la figure 1, comparé & celui du variant « froid » 
BEC 25 (8). 


FORMATION DES PLAGES EN FONCTION DE LA TEMPERATURE. 


On peut également caractériser la thermosensibilité d’une souche 
« froide » par la mesure de son aptitude & former des plages en 
fonction de la température. Cette mesure est obtenue en dénom- 
brant les plages apparues 4 des températures diverses. Les chiffres 
sont exprimés en pourcentage du chiffre trouvé a la température 
optimum. Ils représentent des coefficients thermiques de la forma- 
tion des plages, 
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Le tableau I donne, pour Ja formation des plages, les valeurs 
des coefficients thermiques a 25, 27, 30 et 37° pour la souche BEC 
originelle, la méme souche aprés 7 passages A 30°, la méme 
souche enfin aprés 8 passages 4 25°. On remarquera d’abord que 
la température optimum varie selon les souches : 37° pour la 
souche BEC originelle et pour BEC 30(7), 30° pour BEC 25(8). 
On remarquera aussi que le coefficient, pour une température 
donnée, varie avec les souches. I] est particuliérement frappant 
de voir que la souche originelle ne forme pas de plages a 27°, 
contrairement aux deux variants « froids ». On notera enfin que 
les coefficients thermiques de la formation des plages A 27 et 
& 25° sont plus élevés pour le variant BEC 25(8) que pour le 
variant BEC 30(7). Tout cela est parfaitement cohérent et en 


oy 


accord avec les résultats des expériences a cycle unique. 


Tasteau I, — Coefficient thermique de la formation des plages. 
BEC (originelle) BEC 30(7) BEC 25(8) 
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Les titrages sont réalisés sur cellule KB en couches monocellulaires (yoir p. 352). 
Les numérations sont effectuées chaque jour et le chiffre retenu correspond au 
maximum de plages comptées. Le temps nécessaire varie naturellement selon la 
souche et selon la température. La valeur 100 est assignée a Ja température 
permettant la formation du nombre maximum de plages. Pour chacune des 
préparations virales, on a effectué trois ou quatre séries d’expériences. a) Calculé 
d’aprés la valeur obtenue & 37° dans l’expérience 3. b) Calculé d’aprés la valeur 
obtenue A 37° dans l’expérience 2. 


Si la technique en jeu n’est pas trés précise, elle fournit cepen- 
dant, on le voit, une bonne idée de la thermosensibilité d’une 
souche et peut donc étre employée pour sa mesure approximative. 


DEVELOPPEMENT DU VARIANT (« FROID )) AUX TEMPERATURES BASSES. 


L’étude de la cinétique du dévelopement aux basses tempéra- 
tures (fig. 8) montre que le développement viral est d’autant plus 
lent que la température est plus basse. Elle révéle aussi que la 
durée de la phase d’éclipse est notablement augmentée a 29 et 
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i 27°, Ces constatations n’ont pas de quoi surprendre, mais il 
est instructif de comparer le développement aux basses tempéra- 
tures d’un variant « chaud » et d’un variant « froid ». ‘Les variants 


2 6 10 14 18 22 26 30 


heures 


log. virus /ml 


5 L if 
° 
=< 
35/33 2) 
4 
vay 
S 
> al 
5 
357 
4 aie sh 
VS 41 (9) 
3 ne 
x 
° 
heures i 
2 6 10 14 18 22 26 30 
Tic. 3. — Développement & diverses températures de deux souches « chaude » et 


« froide » de poliovirus type I. On notera que les courbes de développement a 35. 

33 et 31° sont beaucoup plus proches pour la souche « froide » [BEC 25 (8)] que 

pour la souche « chaude » [VS 41 (9)]. On notera aussi la différence considérable 

des écarts pour les deux souches entre la température 31 ct 29°. Enfin on constatera 
que la souche « chaude » ne se déyveloppe pas A 27°. 


« chauds » ne se ey onren que trés tardivement 4 29° et pas 
du tout 4 27°. Les passages 4 basse température sélectionnent donc 
nécessairement les variants se développant le mieux, le plus vite 
et le plus abondamment 4 des températures ott les variants 
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« chauds » ou «moyens» se multiplient trés lentement et trés 
pauvrement ou pas du tout. 

Considérons maintenant sur la figure 4 la courbe en traits pleins 
représentant le développement en fonction de la température du 
variant BEC 25(8). On y a représenté aussi la courbe, en pointillé, 
du variant « chaud » VS 41(9). La partie de celle-ci correspondant 
aux températures inférieures 4 33° a été établie d’aprés trois expé- 
riences seulement et doit done étre considérée comme approxima- 
tive. Son allure générale est cependant certainement correcte. 

Il est manifeste, d’aprés les données de Dubes et Chapin [2] et 
de Dubes et Wenner [8] que les variants sélectionnés pour leur 
capacité a se développer 4 basse température se développent 
moins bien a haute température que les souches originelles. 


BEC 25 (8) ., 


——— 


Cte Ah cA RKO) Si) ee) KE EG EY Ey EG} BE) CO) Zi 


Fic. 4. — Influence comparée de températures basse et haute sur le rendement du 
développement de deux souches « chaude » et « froide » de poliovirus type I. 
En trait plein la souche « froide » BEC 25 (8). En pointillé la souche « chaude » 


Vs 41 (9). 


Le méme phénoméne s’est produit dans nos expériences : la 
diminution de la psychrosensibilité du développement viral a eu 
pour corollaire une augmentation de la thermosensibilité. Il sera 
intéressant de savoir si le phénoméne est propre au virus de la 
poliomyélite ou bien si Yon a affaire & un cas particulier d’un 
phénoméne général et, en tout cas, de connaitre sa signification. 
Il semble que la phase de développement viral qui, 4 29°, est 
inhibée chez les souches « chaudes », soit une phase précoce du 
cycle (Lwoff et Lwoff, résultats inédits). Rappelons que c’est au 
contraire une phase tardive qui parait inhibée par les hautes tem- 
pératures (6]. On a le sentiment d’une sorte d’incompatibilité entre 
psychro- et thermorésistance. Tout se passe comme si la pro- 
priété, c’est-a-dire la structure en jeu, lorsqu’elle autorise le 
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déroulement d’une réaction a basse température, empéche par 1a 
méme une autre réaction de se faire a haute température et vice 
versa. L’une des hypotheses simples que l’on peut envisager 
est celle d’un changement d’équilibre d’une réaction réversible 
AB <=> A+B dont lune s’effectue au début, Vautre a la fin 
du cycle de développement viral. Ces considérations sont entic- 
rement spéculatives. Cependant, en raison de importance du 
phénoméne étudié, qui semble bien dominer le changement aviru- 
lence <=> virulence, nous avons tenu a poser de facon concréte 


lun des problémes qui restent 4 résoudre. 


RESUME. 


1° La souche originelle Brunhilde-Enders-Chimpanzé (BEC) du 
virus de la poliomyélite du type I a été enlretenue a des tempé- 
ratures basses : 30 puis 25°, ce qui a conduit a l’obtention d’un 
variant « froid ». 


2° Le développement du variant «froid » a été suivi a diffé- 
rentes températures au cours d’expériences 4 cycle unique et les 
effets des basses températures sur le développement de souches 
« froides » et « chaudes » ont été comparés. 


3° Alors que la souche originelle « normale » ne forme pas de 
plages 4 27°, les variants « froids » donnent des plages a 27 et 
aco. 

4° La température optimum et le coefficient thermique de la 
formation des plages ont été déterminés. 


5° L’acquisition du pouvoir de se développer a basse tempéra- 
ture, diminution de la psychrosensibilité, a été accompagnée d’une 
diminution du pouvoir de développement a température élevée, 
diminution de la thermorésistance. 


6° Alors que la souche originelle posséde une certaine neuro- 
virulence, le variant « froid » en est complétement dépourvu. 


SUMMARY 


1. The original strain Brunhilde-Enders-Chimpanzee (BEC) of 
poliovirus type I has been passaged at low temperatures : 30° C 


and then 25° C; this has led to a « cold » variant. 


2. The development of the cold strain has been followed at 


various temperatures in one step growth cycles and the effect 
of low temperatures on a cold and on a hot strain have been 
compared. 

3. Whereas the original « normal » strain does not form plaques 
at 27° C, the cold variant does produce plaques at 27 and 25° C. 
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4. The optimal temperature and the influence of temperature on 
plaque formation have been measured. 

5. The acquisition of the power to develop at low temperatures 
— decrease of psychrosensibility — has been accompanied by 
a decrease of the power to develop at high temperatures that is 
by decrease of thermoresistance. 

6. Whereas the original strain possesses a certain degree of 
neurovirulence, neurovirulence is completely absent in the cold 
variant. 
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ERRATUM 


Mémoire André Lworr et Marguerite Lworr, Ann. Inst. Pasteur, 
février 1960, n° 2, p. 195, 2° alinéa, 4° ligne : 

Au lieu de: 'L’inflammation périvasculaire, 

Lire: L’infiltration périvasculaire. 


SUR LE POUVOIR VACCINANT DES BRUCELLES 
EN PHASE R 
DES SOUCHES BUCK 19 ET ZDRODOVSKY BA 


par H. JACOTOT et A. VALLEE (*) 
(avec la collaboration technique de A. LE PRIOL). 


(Institut Pasteur, Service de Microbiologie Animale) 


On considére généralement que seules les brucelles lisses a 
colonies de type S sont aptes a engendrer Vimmunité, et, en 
conséquence, les prescriptions relatives aux normes a imposer 
aux vaccins antibrucelliques limitent a environ 10 p. 100 la teneur 
en brucelles du type R de ces préparations. Or, il arrive que dans 
certains vaccins largement employés, soit dans des collectivités 
humaines, soit dans les troupeaux, la proportion de bactéries 
rugueuses dépasse 25 p. 100, Pareille constatation est troublante. 

Cependant, dés 1938, Mac Ewen et Priestley réussissaient 
a vacciner le cobaye au moyen de brucelles rugueuses vivantes de 
la souche 45/20 [4]; ces résultats furent confirmés par la suite 
au cours d’essais chez des génisses, mais les conclusions des 
auteurs comportaient d’importantes réserves, sur lesquelles nous 
reviendrons dans un prochain travail. Plus récemment, Jones et 
Alton concluaient d’expériences comparatives, également chez le 
cobaye, qu’un vaccin tué additionné d’adjuvant préparé a partir 
(une culture de Br. melitensis R immunisait au méme degré 
qu'un semblable vaccin préparé a partir d’une culture S de la 
méme brucelle {2}. 

Désireux de nous faire une opinion sur ce sujet, nous avons 
étudié le comportement des mutants R de deux brucelles vacci- 
nales bien connues : la souche 19 de Buick et la souche BA de 
Zdrodovsky, qui dérive delle ; ainsi que nous l’avons rappelé 
récemment, la forme lisse de cette souche BA mute trés facilement 
en forme rugueuse de caractéres un peu particuliers. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959. 
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EXPERIENCES AVEC MUTANTS R DE LA soucuEe 19 ve Bick. 


Toutes ces expériences ont été faites sur le rat blanc. D’une 
premiére série d’essais deux conclusions se dégageaient : 

1° Il apparaissait nettement que les suspensions de brucelles R 
tuées par l’acide phénique étaient dépourvues de pouvoir immu- 
nigéne, alors que les suspensions de brucelles S, également phé- 
niquées, vaccinaient la totalité ou la presque totalité des animaux. 

2° Paradoxalement, les suspensions de brucelles R_ vivantes 
révélaient la méme aptitude a déclencher le processus immunitaire 
que les suspensions de brucelles S. 

Mais une analyse plus attentive des faits nous conduisait a cons- 
tater qu’au cours des repiquages et des manipulations successives, 
échelonnées sur plusieurs mois, la souche R, d’abord pure dans 
son type et qui, & ce moment, avait été employée a la préparation 
du vaccin R phéniqué, avait subi des mutations ; l’un des controles 
par ensemencement effectués alors permit de dénombrer plus de 
20 colonies S pour 80 colonies R; un autre controle par inocula- 
tion 4a divers animaux montra que des suspensions de bactéries 
considérées comme rugueuses engendraient chez la brebis, le 
lapin, le cobaye, la formation d’agglutinines 4 un taux important. 

‘La purification de la souche fut alors reprise par isolement 
sous é€clairage a 45° au cours de 6 repiquages successifs sur 
eélose. Le contréle de la pureté dans le type R fut alors effectué 
sur 6 vaches, 3 brebis, 2 chévres, 4 lapins et 3 cobayes, sérolo- 
giquement négatifs au départ et auxquels fut injectée par voile 
sous-cutanée, aux doses respectives de 15 ml, 10 ml, 10 ml, 2 ml 
et 2 ml, une suspension contenant 10 milliards de brucelles au 
millilitre ; les examens des sérums prélevés quatre semaines de 
suite ne permirent de déceler aucune trace d’agglutinines chez 
les brebis, 3 vaches, 3 lapins et les cobayes; chez une vache, 
chez deux chévres et chez un lapin, le sérum, recueilli aprés une 
semaine, agglutinait trés faiblement (+) au 1/20; chez une autre 
vache les sérums recueillis aprés une, deux et trois semaines 
agelutinaient (+ ++) au 1/20. Compte tenu de ce que cette der- 
niére vache pouvait avoir été infectée antérieurement, on était en 
droit de considérer la purification comme satisfaisante. 

C’est avec Ja suspension de brucelles R employée 4 ce contréle 
que furent préparés un vaccin vivant et un vaccin tué par Vacide 
phénique. Le vaccin vivant contenait 10 milliards de microbes au 
millilitre ; il fut employé a la dose de 1 ml et sous trois formes : 
tel quel, c’est-d-dire sans adjuvant, additionné de 10 p. 100 d’alun 
de potassium au 1/10, enfin centrifugé et le culot repris en 
bouillon gélosé 4 2 p. 1000. Le vaccin tué contenait 50 milliards 
de corps microbiens au millilitre ; il fut employé a la dose de 
0,5 ml et sous deux formes : tel quel, sans adjuvant et centrifuge, 
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le culot repris dans le mélange gras arlacel-mayoline, Les rats 
vaccinés et leurs témoins ont été éprouvés aprés sept et dix 
semaines par inoculation intrapéritonéale d’une suspension de 
Br. abortus hautement pathogéne, additionnée de mucine. Les 
résultats de ces essais sont réunis dans le tableau I. 


Tasteau 1. — Vaecin Biick 19 R. Rats inoculés en un temps. Epreuve 
avec Br. abortus. 


Vaccin vivant. Dose : 10 ie microbes Vacein tué. Dose : 1010 corps microbiens 


} Résistent A 1’épreuve § 
Composition du vaccin : Composition du vaccin aprés 


7? semaines|10 semaines 


Sans adjuvant Sans adjuvant 
Additionné d?alun En excipient gras 


En bouillon gélosé 


Témoins Témoins 


De celle expérience conduite avec rigueur, il se dégage : 1° que 
les mutants R de la brucelle Btick 19 possédent a ]’état vivant un 
pouvoir immunigéne trés faible, mais que on peut renforcer par 
addition d’adjuvants, 2° que les mémes mutants tués par Vacide 
phénique se sont montrés dépourvus de toute aptitude a vacciner. 
Cette discordance conduit a se demander si dans l’organisme de 
certains des sujets ayant recu la suspension de microbes vivants 
un retour discret 4 la forme lisse ne s’est pas produit. 


EXPERIENCES AVEC MUTANTS R DE LA soucHEe BA pr ZpRODOVSKY. 


Dans une note antérieure nous avons précisé certaines pro- 
priétés de la souche oblenue par Zdrodovsky {8}. Pour apprécier 
Je pouvoir infectieux de son mutant R nous avons étudié la per- 
sistance de la bactériémie chez le cobaye aprés inoculation sous- 
cutanée. Quinze cobayes ont recu ainsi 2 ml d’une suspension 
litrant, approximativement, car la numération de germes sponta- 
nément agglutinables et qui se déposent instantanément est diffi- 
cile, quelques milliards de microbes au millilitre. Puis aprés une, 
trois, six et neuf heures, un, deux, trois, quatre et cinq jours, 
3 cobayes chaque fois ont été saignés pour ensemencement en 
bouillon et sur gélose; des 27 échantillons de sang recueillis, 
4 seulement ont été positifs, provenant de prélévements faits apres 
trois heures, un, trois et quatre jours respectivement ; les hémo- 
cultures n’ont révélé que de rares brucelles, toutes de type R. 
Les ensemencements de pulpe splénique des cobayes ont montré 
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que si le cinquiéme jour la teneur était encore de plusieurs cen- 
taines de brucelles au gramme, elle tombait a une cinquantaine 
peu de jours aprés, puis a 0 ou a un nombre inférieur 4 5 deux 
semaines aprés l’inoculation. 

Dans une expérience similaire comportant l’injection d’une sus- 
pension de brucelles lisses de cette souche Zdrodovsky, les hémo- 
cultures pratiquées dans les mémes délais s’étaient montrées posi- 
tives dans la proportion de 16 sur 18, mais les ensemencements 
de pulpe splénique étaient déja négatifs aprés une semaine. 

En somme, le pouvoir infectieux pour le cobaye de la bru- 
celle R de cette souche apparait comme nettement inférieur a celui 
de la méme brucelle S, lui-méme trés diminué déja lorsqu’on le 
compare a celui des brucelles pathogénes. 

Cetle brucelle a été employée a un certain nombre d’essais de 
vaccination du rat blanc, ou sous forme de suspension de microbes 
vivants, ou sous forme de suspension de corps microbiens tués 
par lacide phénique ; les suspensions ont été injectées telles 
quelles ou aprés addition d’adjuvants, le culot de centrifugation 
étant repris ou dans du bouillon gélosé 4 2 p. 1000 ou dans le 
mélange arlacel-mayoline, et toujours pour ramener au volume 
initial. 

Les contréles de pureté dans le type R ont été multiphés et plu- 
sieurs des suspensions employées aux essais de vaccination ont 
été inoculées a des séries d’animaux pour recherche des agglu- 
linines. La suspension II a été injectée a 2 brebis, 2 lapins et 
3 cobayes aux doses respectives de 10 ml, 2 ml et 2 ml; aucune 
trace d’agglutinines n’a pu étre décelée pendant cing semaines 
dans le sang des brebis et des cobayes ; les sérums des 2 lapins 
agelutinaient au 1/20 une semaine aprés l’inoculation, mais nulle- 
ment, ensuite. La suspension III a été injectée & 3 vaches, 5 brebis, 
2 lapins et 3 cobayes aux doses de 15 ml, 10 ml, 2 ml et 2 ml; 
1 vache, 2 brebis, 1 lapin et les 3 cobayes n’ont jamais montré 
trace d’agglutinines, les autres animaux ont donné, une semaine 
aprés l’inoculation, une réaction plus ou moins nette (+, ++ ou 
+++) au 1/20 sans plus. Les suspensions VII ont été injectées 
chacune a 2 lapins a la dose de 2 ml; les sérums de ces animaux 
sont restés totalement négatifs. [La suspension VIII sans adjuvant 
a été injectée & 1 mouton, 1 chévre et 8 lapins aux doses de 20 ml, 
20 ml] et 2 ml, Ja méme suspension en excipient gras a 1 mouton, 
1 chévre et 8 lapins aux mémes doses; seules les 2 chévres ont 
présenté de petites quantités d’agglutinines (++ au 1/20) une ou 
deux semaines aprés l’inoculation. La suspension IX, qui a été 
employée a l’étude de bactériémie rapportée plus haut, a été 
injectée a 2 chévres et 6 lapins aux doses de 10 ml et 2 ml respec- 
tivement; les prises de sang ont été pratiquées pendant sept 
semaines. Le sang d’un lapin agglutinait faiblement au 1/20 aprés 
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cing semaines et le sang d’une chevre de méme apres quatre 
semaines ; tous les autres échantillons de sérums ont été trouvés 
totalement négatifs. Ainsi, chez le plus grand nombre des ani- 
maux il n’y a pas eu élaboration d’agglutinines ; chez quelques- 
uns on a enregistré des taux d’agglutination trés faibles et fugaces, 
peu significatifs. 

Il serait difficile d’opérer avec plus de rigueur que nous ne 
Vavons fait, et nous pensons avoir réduit autant que faire se peut 
les chances de contamination des suspensions R par quelques 
éléments S. 

On trouvera rassemblés dans les tableaux II et III les essais 
de vaccination. Dans la plupart des cas nous avons effectué paral- 
lélement des essais de vaccination avec des suspensions de bru- 
celles S, de méme souche, vivantes ou tuées ; ces essais, qui ont 
fait objet de publications antérieures, ont révélé, de fagon cons- 
tante, le haut pouvoir immunigéne pour le rat blanc de la forme S 
du microbe (tableaux II et III). 

Tasrau IH. — Vaccin vivant Zdrodovsky R. Doses comprises entre 
5 milliards et 20 milliards de microbes. Rats vaccinés en un temps. 
Epreuve avec B. abortus. 


Composition Résistent 4 1’épreuve pratiquée aprés 


du Témoins. 


vaccin 2-3 sen. 


Sans adjuvant 
=id- 
ide: 


-1d- 


Sans adjuvant 
En bouillon gélosé}VII (1) 
En excipient gras 


Sans adjuvant 
En excipient gras 


wart 


Sans adjuvant \rx 
En excipient gras 


(1) Vaccinations faites en deux temps A quinze jours d’intervalle. 


De l’examen de ces tableaux il est permis de dégager quelques 
notions précises : 

1° Les suspensions de brucelles Zdrodovsky R tuées n’étaient 
pas absolument dénuées de tout pouvoir immunigéne, puisque 
dans les deux mois qui ont suivi les injections 4 rats sur 42 ont 
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Tapieau Il. — Vacein tué Zdrodovsky R. Doses comprises entre 
2 milliards et 20 milliards de corps microbiens. Rats vaccinés en un 
temps. Epreuve avec Br. abortus. 


Nature Résistent & 1’épreuve pratiquée aprés 
du 


vaccin 


‘Témoins 


7 Sans adjuvant 


LE 


=-id— 


Sans adjuvant 
VI 


En excipient gras 


Sans adjuvant 
En bouillon gélos@ VII (1) 
jEn excipient gras 


(1) Vaeccins formolés administrés en deux temps & quinze jours d’interyalle. 


résisté a l’épreuve de virulence qui tuait tous les témoins dans de 
courts délais ; les observations ont porté sur un trop petit nombre 
d’animaux pour permettre une appréciation quant au role des 
adjuvants. 

2° Les suspensions vivantes de la méme brucelle se sont 
comportées dans plusieurs cas comme les suspensions tuées, les 
rats inoculés avec elles succombant tous 4 )’épreuve ou n’y résis- 
tant que dans la proportion de 1 sur 6; en revanche, dans deux 
essais distincts, les microbes en excipient gras ont protégé les 
rats dans des proportions importantes : 6 sur 6 et 5 sur 12; et 
mieux, dans le deuxiéme de ces essais, la suspension microbienne 
sans adjuvant a préservé également 5 rats sur 12. Mais ici encore 
se pose la question de savoir si des mutations R—+ S ne se sont 
pas produites dans l’organisme des rats qui ont résisté 4 l’épreuve. 
Ce phénoméne a été observé par Mac Ewen chez des vaches aux- 
quelles il avait injecté sa souche rugueuse 45/20; de notre coté, 
nous avons isolé une brucelle vaccinale mais de type S chez un 
rat qui, au point d’injection de la suspension R en excipient gras, 
avait fait un abcés. Cette éventualité doit étre prise en considéra- 
tion car il suffit d’un petit nombre de microbes pour immuniser 
le rat. 


CONCLUSION. 


Les suspensions de colonies rugueuses des brucelles vacci- 
nales Bick 19 et BA de Zdrodovsky peuvent étre considérées pra- 
tiquement comme dépourvues de Vaptitude & vacciner ; le pou- 
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voir immunigéne généralement trés faible, parfois pourtant carac- 
térisé qu’elles manifestent en quelques cas, résulte vraisembla- 
blement de mutations réverses R—> S au sein de la préparation 
ou dans Vorganisme aprés l’inoculation ; il est done désirable 
que les vaccins obtenus a partir de ces souches contiennent le 
minimum de brucelles en phase R. 


SUMMARY 


THE IMMUNIZING CAPACITY OF PHASE R Brucella 
(Buck 19 ann Zpropovsky RA srRains). 


Suspensions of Brucella R colonies of the Buck 19 and Zdro- 
dovsky BA strains do not practically possess any immunizing 
activity. In a few cases they may show a very weak immunizing 
power ; this power seems to be due to reverse mutations R —> S, 
appearing either in the suspension, or in the animal body after 
inoculation. 

It is therefore recommended to use vaccines containing 
a minimum of Brucella in R phase. 


BIBLIOGRAPHIE 


[4] Mc Ewen (A. D.) et Priesttry (F.'W.). Veter. Rec., 1988, 50, 1097. 
[2] Jones (L. M.) et Anton (G. C.). Veter Rec., 1956, 68, 784. 
[3] Jacoror (H.) et Vatite (A.). Ann. Inst. Pasteur, 1959, 96, 638. 


OBSERVATIONS SUR LA TRANSMISSION HEREDITAIRE 
DE LA FLACHERIE DES VERS A SOIE (BOMBYX MORI L.) 


par C. TOUMANOFF (*). 


(Institut Pasteur, 
Service d’Enlomologie Médicale et de Pathologie des Insectes 
[Station Expérimentale, Luc-en-Provence (Var)]) 


Pasteur, en 1868, en effectuant des grainages avec les cocons 
d’éducation dont les vers avaient « péri de flacherie en plus ou 
moins grand nombre », a observé des mortalités soit tolales, soit 
trés fortes dans la descendance de ces grainages. 

Sans avoir apporté une preuve décisive 4 ce sujet, le germe 
de la flacherie n’étant pas isolé 4 l’époque, et en se basant sur 
ses observations, Pasteur conclut « qu'il est donc impossible de 
mettre en doute que la flacherie puisse étre une affection héré- 
ditaire ». 

En étudiant cette affection Pasteur a noté la présence, tantdt 
dans ]’intestin, tantot dans le sang des vers alteints par la flacherie, 
de deux germes: un batonnet souvent recourbé qu'il a désigné 
sous le nom de « vibrion A noyau » (le noyau étant une spore), 
et des cocci formant des chainettes qu’il désigna sous le nom du 
« ferment en chapelets » [6]. 

Plus tard ces deux germes ont élé assimilés & un bacille et au 
streptocoque qui ont été isolés des vers atteints de la flacherie et 
décrits sous les noms de Bacillus bombycis auctt. et Streptococcus 
bombycis auctt. 

Ces deux microbes se sont cependant montrés non pathogénes 
pour les vers dans les conditions expérimentales. 

C’est ainsi qu’on a supposé par la suile que B. bombycis n’ était 
qu’un germe de sortie et que la flacherie était due & un virus 
filtrable. Steinhaus (1949), dans son ouvrage de Pathologie des 
Insectes, a présenté une excellente mise au point sur ce sujet [8]. 

Il est connu depuis que les agents pathogénes de la flacherie 


~ 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1999. 
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des vers a soie sont: en France, Bacillus cereus var. alesti (1) 
Toum. et Vago et, au Japon, B. cereus var. sotto (Ishiwata) et 
que ces bacilles exercent sur les vers un effet toxique par les 
inclusions protéiques cristallines contenues dans leur protoplasme, 
et aussi, dans une plus faible mesure, par la sécrétion de lécithi- 
nases [40]. Les inclusions cristallines jouent cependant le réle 
principal dans l’effet pathogéne de ces germes [4, 4, 48]. 

En ce qui concerne B. cereus var. alesti qui s’avére extréme- 
ment pathogéne pour les vers, il provoque le plus souvent la mor- 
talité de 100 p. 100 de ceux-ci lorsqu’il leur est administré en 
culture pure dgée de quelques jours. 

Les inclusions cristallines extraites des corps bactériens et sépa- 
rées des spores sont également toxiques pour les vers, mais un 
peu moins toutefois que les suspensions bactériennes. 

Il arrive parfois que les vers survivent 4 lVingestion des sus- 
pensions bactériennes a des doses parfois mortelles de B. cereus 
var. alesti ou a leur intoxication, également per os, par les sus- 
pensions des inclusions cristallines, 

Ces vers, qui survivent a linfection et qui montent sur la 
bruyére, ou bien meurent avant d’avoir tissé leur cocon, ou aprés 
Yavoir fait incomplétement, entourés seulement d’une enveloppe 
soyeuse, soit encore a ]’état de chrysalide ; ou bien ils se trans- 
forment en papillons affaiblis qui sortent du cocon et meurent. 

Toutefois, de certains cocons naissent des papillons viables qui 
s’accouplent et effectuent les pontes apparemment normales. 

Au cours de nos essais d’infection nous avons obtenu les papil- 
lons des cocons formés par les vers infectés dans des conditions 
variées. 

Parmi les ceufs obtenus, certains ont donné des éclosions dans 
un délai normal, d’autres n’ont pas éclos. Certains enfin ont 
donné des larves qui n’ont pu sortir qu’a moitié des ceufs et mou- 
rurent sans pouvoir se dégager de leur coque. 

Dans un grand nombre d’essais la descendance de ces grainages 
n’était pas viable, et les larves moururent au premier age. 


(1) Nous avons déja exprimé l’opinion que B. cereus var. alesti devrait 
étre assimilé au bacille que Pasteur observa chez les vers atteints par 
la flacherie et qu'il désigna sous le nom de « vibrion A noyau ». Les 
batonnets de ce germe, qu’on décéle dans les cas d’infections expéri- 
mentales dans l’intestin ou dans le sang d’insectes atteints de flacherie 
et aussi en milieu de culture, se présentent souvent sous une forme 
recourbée. Sa virulence peut se conserver d’autre part trés longtemps 
lorsqu’il est mélangé a des poussiéres. Il provoque enfin des symp- 
témes de maladie analogues 4 ceux que Pasteur a signalés pour la 
flacherie produite par l’ingestion des poussiéres infectées. Par contre, 
son action sur les vers, en culture pure, est rapide et la paralysie 
survient en quelques heures. 
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Dans deux cas exceptionnels seulement nous avons pu suivre 
la descendance des papillons issus des vers soumis a l’infection 
par les cultures de Bacillus cereus var. alesti et aussi a l’intoxi- 
tion par les inclusions cristallines extraites du corps de ce bacille. 
Nous relatons ci-dessous ces deux observations. 


A. — OBSERVATION DE LA DESCENDANCE DES VERS AYANT SURVEECU 
A L’INFECTION PAR UNE SUSPENSION BACTERIENNE bE Bacillus 
cereus var. alesti. 


Quatre cultures de Bacillus cereus var. alesti sur gélose-sérum, 
diluées dans 200 cm* d’eau, sont administrées per os a plusieurs 
lots de vers du dernier age pris peu de temps avant leur montée. 
Au total, 200 vers ont été utilisés dans l’expérience. 

La mortalté a commencé a se manifester douze heures aprés le 
repas infectant. En quarante-huit heures, 118 vers succombent ; 
le quatriéme jour, 31 autres vers sont morts. Le cinquiéme jour 
et le suivant, 25 vers meurent aprés avoir monté et tissé leurs 
cocons. 

Au total, 26 cocons apparemment viables sont récoltés et 
conservés, mais 6 papillons seulement sont éclos de 6 cocons dont 
2 males et 4 femelles. 

Les ceufs des femelles ont été récoltés au mois de juin 1958, Jes 
éclosions se sont produites fin avril 1959 et, sur l’ensemble de 
1 149 ceufs récoltés, 630 seulement, soit 54,83 p. 100, ont donné 
des éclosions. 

Un certain nombre de larves moururent aussitot aprés leur éclo- 
sion, puis la mortalité s’est manifestée progressivement et malgré 
des soins attentifs, la plupart des larves moururent au premier et 
au deuxiéme age. 

Le 19 mai il ne restait plus que 10 vers qui recurent des soins 
particuliers : isolement d’autres élevages expérimentaux afin 
d’éviter une contagion possible, administration de feuilles jeunes 
et fraiches. 

Ce n’est que le 8 juin que les vers arrivent au quatriéme age et 
paraissent en bon état. Le 10 juin, deux vers semblent affaiblis 
sans aucune raison apparente. Ils sont paralysés le 11 et meurent 
le 12 ; chez les insectes paralysés mais encore vivants on constate 
une septicémie bacillaire. 

Un autre ver meurt le 12 juin avec, apparemment, la présence 
du méme germe. 

Les 7 vers qui restent commencent la montée le 13 juin, 7 cocons 
apparemment en bon état sont obtenus le 17 juin et mis en sur- 
veillance. Cinq cocons donnent, du 1% au 4 juillet, des papillons 
(4 males et 1 femelle). Des ceufs sont pondus par l’unique femelle 


obtenue. 
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2 T ” 
B. — OBSERVATIONS SUR LA DESCENDANCE DES VERS SOUMIS A L INTOXI- 
CATION PAR LES INCLUSIONS CRISTALLINES DE B. cereus VAR. 
alesti. 


Les inclusions cristallines isolées des corps bacillaires s’avérent 
irés toxiques pour les vers a soie. Leur effet sur les vers a été 
décrit dans des travaux antérieurs [4, 43]. 

Au cours de nos essais effectués en 1958, un certain nombre de 
vers survécurent A l’intoxication par les cristaux et leur descen- 
dance a pu étre suivie. 

Trente vers ont ingéré des feuilles trempées dans une suspen- 
sion de cristaux d’alesti (II gouttes d’une suspension épaisse de 
cristaux dans 30 cm’ d’eau). 

Vingt-quatre vers meurent dans un délai variant de douze 
a soixante-douze heures et le vingt-cinquiéme le dixi¢me jour 
aprés le commencement de l’expérience. 

Cinq cocons sont récoltés ; les papillons qui en sont issus sont 
2 femelles et 3 males. 

Les ceufs récoltés éclosent fin avril 1959. 

Dans cet essai, sur un ensemble de 891 ceufs récoltés, 289, soit 
30,58 p. 100 seulement, ont donné des éclosions, mais les larves 
n’étaient pas viables. Malgré des soins attentifs, aucun ver n’a 
été amené au dernier Age, 8 seulement ont été amenés au deuxiéme 
et au troisiéme age. 

On constate ainsi, lorsqu’on se référe a l’exposé de nos obser- 
vations, que les vers descendant de parents dont les larves ont 
survécu a la contamination per os par les suspensions bactériennes 
de B. cereus var. alesti meurent au dernier Age avec les symp- 
tomes typiques de la flacherie, accompagnés d’une septicémie. 

Par contre, ceux dont les ascendants a ]’état larvaire résistérent 
a l’administration, également per os, des inclusions cristallines 
débarrassées des spores et des corps bacillaires, succombérent au 
premier et au second age, sans présence de bactéries dans leur 
sang. 

Parmi trois vers atteints de septicémie, nous avons observé 
chez Yun d’eux la pullulation dans le sang d’un bacille a l’état 
pur sans présence d’autres microorganismes, et chez les deux 
autres celle d’un bacille et, en plus, de cocci Gram-positifs se 
trouvant soit isolés soit en diplocoques, soit enfin en chainettes 
de 4 45 individus et qui ressemblent A S. bombycis. 

L’étude des cultures, isolées des deux vers, a établi qu’il s’agis- 

sail dans les deux cas de Bacillus cereus, pourvus d’inclusions 
cristallines et présentant les caracteres de Bacillus cereus var. 


alesti qui servit de point de départ pour l’infection de la eénéra- 
tion précédente. 
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On ne peut pas, selon nous, considérer comme fortuits ou dus 
& une contamination extérieure des cas de flacherie apparus dans 
la descendance des vers qui ont survécu A |’infection. 

Aucun cas de cette affection n’a éte, en effet, signalé chez prés 
de 300 vers sains issus de grainages normaux et élevés dans le 
méme local. 

D’autre part, avant la sortie des papillons (parents des vers 
4 sole infectés) les cocons ont été placés dans des bocaux en verre 
propres, oti les ceufs ne pouvaient certainement pas étre souillés 
par des germes de |’extérieur. 

Bien qu’on ne doive pas généraliser ces faits qui nous paraissent 
importants 4 signaler (2), il nous parait légitime de conclure que 
la transmission héréditaire de la flacherie est possible. La convic- 
tion de Pasteur 4 ce sujet se trouve ainsi confirmée expérimen- 
talement avec l’agent pathogéne de la flacherie endémique de la 
région des Cévennes [9]. 

On comprend ainsi combien était judicieux le conseil que Pas- 
teur donnait 4 l’époque aux sériciculteurs de «ne jamais livrer 
au grainage une éducation qui a présenté une mortalité plus ou 
moins grande entre la quatriéme mue et la montée de la bruyére ». 

Dans son étude sur la flacherie Pasteur indique, d’autre part, 
qu’en dehors de la transmission héréditaire de cette affection on 
peut aussi observer chez les vers une prédisposition héréditaire 
a la maladie des « morts-flats » qui se manifeste dans certaines 
éducations « les mieux réussies comme produit en cocons; ces 
éducations montrent invariablement chez les vers au moment de 
la montée a la bruyére, un état de langueur qui n’échappe pas 
anni ceil exerce:...) 

La flacherie n’est pas, comme on le sait, une maladie qui frappe 
uniquement les vers 4 soie ; elle existe aussi chez d’autres Lépi- 
doptéres, chez lesquels elle est due également a des bactéries 
aérobies sporogénes cristallophores du groupe cereus. 

L’affaiblissement que cette affection produit sur la descendance 
d’une génération infectée et la possibilité de sa transmission héré- 
ditaire constituent des avantages considérables lors de 1|’emploi 
de méthodes bactériologiques dans la lutte contre les larves des 
Lépidoptéres nuisibles. 


(2) Pasteur a constaté, en effet, que sur sept lots de vers issus d’éle- 
vages qui ont péri de flacherie et qu’il a élevés, tous, excepté un 
seul, présentérent de la maniére la plus prononcée les symptémes de 
la flacherie. 

Certains élevages, dont les ascendants ont péri de la flacherie, peuvent 
donc ne pas manifester cette affection. On peut supposer, semble-t-il, 
que ce fait est di au degré de l’infection des parents et que, dans 
certains cas, les germes sont peut-étre détruits dans le corps des vers 
pendant les métamorphoses. 
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SUMMARY 


OBSERVATIONS ON THE HEREDITARY TRANSMISSION 
OF FLACHERY IN SILK-WORMS. 


In 1868 Pasteur reported that « flacherie » (flachery), a well- 
known disease of silk-worms, could be transmitted from the 
diseased insect to its offspring. His conviction was based upon 
very accurate observations of diseased silk-worm breedings. This 
opinion has never been confirmed and has not been generally 
admitted. Indeed, the sporogenous bacterium considered by Pas- 
teur as being the agent of flachery had not yet been isolated 
when Pasteur studied the disease. It was isolated and studied 
later on, by Toumanoff and Vago (1950) and its characteristics 
were described by Toumanoff. 

This germ, named Bacillus cereus var. alesti, is highly patho- 
genic for silk-worms and larvae of certain other Lepidoptera. 

The author demonstrates that silk-worms may sometimes recover 
from the experimental infection, and give birth to apparently 
normal males and females. Buta very high mortality is observed 
in the offspring of these insects; most of them die as young 
larvae, a few live to the last stage and die also with typical 
symptoms. 

Bacillus cereus var. alesti was isolated from some individuals 
of this second generation. 

So Pasteur’s opinion about the hereditary transmission of fla- 
chery has been confirmed. 
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COMPARAISON 
DE L’ACTIVITE ANTITUBERCULEUSE EXPERIMENTALE 
DE LA THIOCARBANIDINE ET DE L’ETHIONIAMIDE 


par Francoise GRUMBACH et Noél RIST (*). 


(Institut Pasteur, Laboratoires de Recherches sur la Tuberculose) 


Deux médicaments antituberculeux récemment étudiés au labo- 
ratoire et en clinique, la thiocarbanidine (THC) et l’éthioniamide 
(1314 Th) ont en commun, dans leur molécule, la chaine CSNH —. 
Cette communauté d’ordre chimique comporte des conséquences 
@ordre biologique, puisque les souches de bacilles tuberculeux 
rendues résistantes 4 l’éthioniamide sont également résistantes 
a la thiocarbanidine, ainsi d’ailleurs qu’aux thiosemicarbazones, 
qui contiennent aussi la chaine CSNH — [6]. Néanmoins, les méca- 
nismes d’action du 1314 Th et de la THC sont certainement diffé- 
rents : en effet, si la concentration bactériostatique in vitro est 
la méme pour les deux médicaments, et de l’ordre de 1 pg par 
centimétre cube, nous avons constaté en revanche que le 1314 Th 
fait perdre leur acido-résistance aux cultures de bacilles tuber- 
culeux [4] comme le fait isoniazide, alors que la THC ne posséde 
pas ce pouvoir. 

Ces faits rendent particuliérement intéressante une compa- 
raison soigneuse de lactivité antituberculeuse de ces deux médi- 
caments chez la souris : 
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THC ou 4-(o-pyridyl)-4’-isobutoxy-thiocarbanilide. 
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| \ NH, 
UN 


 aatiaiba 
N 
1314 Th ou thioamide de l’acide a-éthyl-isonicotinique. 
(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959. 
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L’éthioniamide, synthétisé en 1956 par D. Libermann [3], a été 
l'objet de nombreuses études expérimentales et cliniques, qui ont 
consacré sa grande valeur thérapeutique [4 a 10]. 

La thiocarbanidine a été étudiée en 1958 par G. P. Youmans et 
ses collaborateurs {4}, qui ont montré son activité antituberculeuse 
chez la souris. Steenken et ses collaborateurs ont confirmé cette 
activité chez le cobaye et le lapin [2]. 

Youmans traite les souris par la THC dés le lendemain de l’ino- 
culation et pendant quatorze jours. Il note les temps de survie 
apres l’arrét du traitement. Les résultats sont excellents : une dose 
de THC de 10 & 20 mg par kilogramme et par jour, incorporée a la 
nourriture, provoque une prolongation significative du temps de 
survie des souris. Mais l’activité thérapeutique n’augmente pas 
proportionnellement a Ja dose ingérée, Selon Youmans et ses colla- 
borateurs, ces expériences suggérent qu’en clinique humaine, 1 g 
de THC pourrait remplacer 12 g de PAS. 

Steenken et ses collaborateurs commencent trailer les cobayes 
vingt-trois jours aprés l’inoculation sous-cutanée. Le traitement 
est continué pendant soixante-six jours et tous les cobayes sont 
sacrifiés quarante et un jours aprés la fin du traitement. Une dose 
de 10 mg de THC par kilogramme et par jour provoque une dimi- 
nulion significative des lésions par rapport a celles des témoins, 
mais l’augmentation des doses améliore trés peu les résultats. 

Dans nos expériences, les deux médicaments furent comparés, 
chez la souris, employés, soit seuls, soit associés a l’isoniazide, 
soit associés entre eux, en traitement abortif dés le lendemain de 
Pinoculation, ou en traitement curatif, 4 partir du douziéme jour 
apres l’inoculation. 

On verra que l’activité antituberculeuse d’un médicament peut 
varier considérablement selon qu’on l’éprouve en_ traitement 
abortif ou en traitement curatif. 


I. — TRAITEMENT ABORTIF. 


Des souris, inoculées par voile veineuse avec 0,1 mg (poids 
humide) de la souche humaine H87Rv sont traitées par voie orale, 
a la sonde, tous les jours pendant vingt et un jours. A ce moment 
toutes les souris sont sacrifiées, autopsiées, et l’indice lésionnel 
moyen de chaque groupe de souris (caleulé de 0 A 4 d’aprés la 
gravilé des lésions pulmonaires) traduit l’activité des différentes 
doses de médicament. Nous comparons toujours nos résultats 
avec ceux obtenus avec INH, a la dose minima active (0,025 mg 
par souris). Les résultats sont rapportés dans le tableau I, : 

De cette expérience, il ressort que la dose de 0,12 mg par souris 
est une dose nettement aclive pour la THC, mais totalement inac- 
tive pour le 1314 Th. La supériorité de la THC semble évidente. 
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Mais si l’on compare les deux médicaments adminislrés tous 
deux 4 la dose minima active de 1314 Th (0,25 mg), on constate 
que leurs activités sont pratiquement identiques, les indices 
lésionnels étant respectivement de 0,4 et 0,6. L’augmentation de 
la dose n’augmente pas l’activité de la THC dans la méme mesure 
que celle du 1314 Th. 


TasLteau I, — Traitement abortif commencé le lendemain 
de Vlinoculation. 


MEDICAMENTS 


et par 
souris de 15 g 


en mg/kg 


21eme jour 


t Doses par jour } Doses par jour 3 Mortalité au ; indice 1ésionnel 


| 
moyen 


THC 0,12 mg 7,5 0/6 2 | 

THC 0,25 mg 15 0/6 0,4 | 

THC 0,5 mg 30 0/6 0 | 

\ 

1314 0,12 mg 735 2/6 4 | 

1314 0,25 mg 15 0/6 0,6 | 
1314 0,5 mg 30 0/6 0 

_ 
(0) (0) 0) 3/6 4 


INH 0,025 mg 


De plus, si l'on prolonge les traitements par ces deux médi- 
caments au-dela du vingt et uniéme jour, le tableau est tout a fait 
différent : 4 dose égale, la THC est alors trés inférieure au 1314 Th. 
La dose de 0,5 mg par souris, qui donne un indice Jésionnel 
de 0 au vingt et uniéme jour avec les deux médicaments, conserve 
son activité avec le 1314 Th mais non avee la THC si lon pro- 
longe le traitement cinquante-sept jours aprés Vinoculation. Au 
cinquante-septiéme jour, en effet, avec la THC, 5 sur 6 des souris 
traitées sont mortes de tuberculose et la derniére souris sacrifiée 
a un indice lésionnel de 4, tandis que toutes les souris traitées 
avec le 1314 Th sont vivantes et l’indice lésionnel moyen des 
souris sacrifiées n’est que de 0,8. Aprés plusieurs semaines de 
traitement continu la THC perd donc son activité et la maladie 
évolue rapidement, bien que les bacilles soient restés sensibles 
a la THC in vitro. 

Nous observons le méme phénoméne avec des souris traitées 
avec 1 mg de Tbl (thiosemicarbazone de Ja para-acétylamino- 
benzaldéhyde) dont les lésions commencent a évoluer au-dela du 
vingt et uniéme jour malgré la continuation du traitement et qui 
meurent de tuberculose en quarante A cinquante jours, le Tbl ne 
faisant que retarder |’évolution de la maladie. 
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[i-— TRAITEMENT CURATIPF: 


1° THC et 1314 Th employés seuls. 

La différence d’activité antituberculeuse entre ces deux médi- 
caments se manifeste encore plus nettement si l’on commence le 
traitement des souris douze jours aprés inoculation intraveineuse 
de 0,1 mg de bacilles humains (souche H87Rv), au moment ou 
les lésions ont apparu et sont déja riches en bacilles. 

Avec de faibles doses (0,25 mg par souris et par jour) de 1314 Th 
ou de THC, de méme qu’avec 0,025 mg d’INH, un certain nombre 
de souris meurent malgré le traitement; en raison de la gravité 
de leurs lésions au début du traitement, toutes ne sont pas sauvées. 

Avee des doses supérieures (0,5 et 1 mg) tandis que le 1314 Th 
sauve toutes les souris, arrélte la multiplication des bacilles et 
Vévolution des lésions, la THC aux mémes doses ne fait que 
retarder l’évolution de Ja maladie et la mort des souris, qui 


Tistraiu I. — Traitement curatif de la tuberculose de la souris 
(traitement commencé douze jours aprés l’inoculation). 


Mortalité de tuberculose au cours du 
Doses par jour traitement 
MEDICAMENTS 
et par souris Nombre de jours aprés le début du 
: traitement 


3» BS, Go 10, 10, 15 


14, 22, 29, 29, 33 (1 sacrifiée 33eme 
indice 1ésionnel : 4) 


17, 22, 29, 33 (2 sacrifiées 33eme j. 
Bes 1ésionnel : 4) 46, 53, 56, 58, 
’ 


4, 6, 8 (1 sacrifiée 338me j., indice 
1ésionnel : 3) (1 sacrifiée 70eme j., 
indice 1ésionnel.:_4) 80 


O au 140eme jour (sacrifiées - indice 
1ésionnel ; 3) 


O au 140%me jour (sacrifiées - indice 
1ésionnel : 2) 


6, 8, 11 (1 sacrifiée 33eme j. indice 
lésionnel : 4) 55 (1 sacrifiée 70eme j. 
indice 1ésionnel : 4) 


O au 140éme jour (sacrifiées ~ indice 
l1ésionnel : 3 


O au 1408me jour (sacrifiées — indice 
1ésionnel : 2) 


Jours aprés l'inoculation ; 16, 1 1 
19, 19,- 20 EOD 
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meurent toutes de tuberculose malgré le traitement et malgré 
Yaugmentation des doses de médicament (tableau I). 

‘La THC n/’arréte donc pas l’évolution de la tuberculose de la 
souris. Si Pon compare l’activilé de ces deux médicaments a celle 
de VINH (tableau II) on constate que le 1314 Th a une action de 
méme type que celle de VINH (a dose dix fois supérieure) tandis 
que celle de la THC est trés différente. 

Si l’on augmente les doses ingérées, l’activité thérapeutique du 
1314 Th ou de VINH augmente nettement, mais celle de Ja THC 
n’augmente guére, Et l’activité de la THC, qui parait é¢tre deux 
fois plus grande que celle du 1314 Th si l’on en juge par les doses 
minima actives en traitement abortif de courte durée, ne se 
retrouve pas en traitement curatif. 

Il semble que la THC soit mal absorhée et que l’augmentation 
de la dose augmente seulement |’élimination fécale du médicament, 
mais n’augmente pas proportionnellement la dose du médicarnent 
au niveau des lésions et des bacilles. En effet, Dill et Glazko [44] 
ont montré, chez le rat et chez Vhomme, que l’excrétion fécale est 
considérable lorsque le médicament est donné par voie buccale. 


2° Association de la THC avec TINH et le 1314 Th. 


Malgré sa faible activité lorsqu’elle est employée seule et en 
traitement curatif, la THC est-elle capable d’améliorer les résul- 
tats de VINH ou du 1314 Th lorsqu’elle est associée & ces deux 
médicaments ? Dans les expériences que nous allons rapporter, 
les animaux recoivent chacun des médicaments aux doses qui sont 
actives lorsque le médicament est utilisé seul, en traitement 
curatif (tableau II). 


Les souris sont inoculées comme précédemment. 


Six souris sont sacrifiées avant le début du traitement (douze 
jours aprés l’inoculation) pour constater |’état des lésions pulmo- 
naires et leur richesse en bacilles. Les souris traitées sont sacri- 
figées aprés trente-trois, soixante-dix, cent et cent quarante jours 
de traitement. La numération des bacilles par culture du poumon 
donne la courbe de bactéricidie, le titrage de la sensibilité aux 
antibiotiques des bacilles isolés révéle le moment de Vapparition 
des bacilles résistants. 


Nous avons montré dans des travaux antérieurs [5, 42, 13] que 
lorsqu’on fait un traitement curatif a la souris  tuberculeuse 
avec un seul antibiotique (INH, streptomycine ou 1314 Th), on 
peut mettre en évidence, au bout de deux 4 trois mois de trat- 
tement, des bacilles résistants a cet antibiotique ; mais si ]’on 
associe deux antibiotiques, chacun a dose active, il n’apparait 
pas de hacilles résistants. 
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En associant la THC a VINH ou au 1314 Th, nous avons pu 
constater que, contrairement a ce qui se passe avec la THC seule, 
aucun des animaux ne meurt au cours du traitement. Mais, par 
contre, si au début du traitement on constate peu de différence 
dans Jlactivité des différentes associations de médicaments 
(THC + INH, THC + 1314 Th, INH + 1314 Th), aprés solxante 
jours de traitement, le tableau change complétement. Si avec 
l'association INH + 1314 Th, le nombre de bacilles cultivables 
continue a diminuer et les bacilles isolés restent sensibles aux 
deux médicaments, au contraire, avec toutes les associations dont 
l'un des médicaments est la THC, le nombre de bacilles augmente 
de nouveau, et le titrage de ces bacilles révéle des bacilles résis- 


TasLeiu Ill. — Association de la THC 4 INH ou au 1314 Th (souris 
sacrifiées aprés cent jours de traitement curatif). 


Traitements Nombre de colonies 
Doses en mg/souris/| pour 0,1 ml de 
jour broyat de poumon 
INH 0,05 1,5 x 102 R* INH 1%28 0,1 wg 0,1%a1 pe 
3° x 10 R INH 0,548 0,1 ug 0,1 %A1 ne 
1314 0,5 1: este? S* 1314 Y 
20 xa R 1314 10 ug/ml Y 
THC 0,5 + INH 0,05 3 x 108 R INH 1 % & 0,05 pg 0,1 % de 0,1 & 10 
0,3 x 10 R INH id. ue 
THC 0,5 + 1314 0,5 A x de R 1314 5 pe/m (x 
1,5 x 10 R 1314 10 pg/ml (x 
INH 0,05 + 1314 0,5 1,6 x 108 R INH 10%A4 0,1 pg RE* 0,2 pg 
3 x 10 R INH 30%2%0,1 pg RE 0,2 pe 
INH 0,1 2,2 x 102 RH* INH 0,5 RE 10 
278 x 10° i Ie 4a van 
z 2 x 104 S 1314 Y) 
1314 1 0,8 x 10¢ RH 1314 10 pg Jensen) 
ly) x10 RH 1314 10 pg ul 
THC 1 + INH 0,1 1,8x 104 R INH 1 % de 0,05 » 0,5 pg 
1,5 x 10 RH INH 0,1 pe 1% & 10 wg 
THC 1 + 1314 1 2 x 104 R 1314 5 pg/ml (Y 
2 x 10, R 1314 5 pg/ml Y 
1 x 10 S 1314 fy 
INH 0,1 + 1314 1 1 «x 105 S A 1'INH et au 1314 (Jensen) 
0,2 x 10 $ " a " 
Résistants & INH: 0,01 % & 0,05 pe 
% 0,005 % & 0,1 pe 
Souche H37RV ae} Sensibilité au 1314 Th: a 
inoculée (2 millions de bacilles) | En milieu de Youmans 0,6 pg/mL 
Ms Jensen 10 pg 


* I Ee = me n CRO 
R=résistance non homogtne. S=sensible. RH=résistance homogéne. RE=résis- 


tance extréme, Y = tilrage indirect en milieu de Youmans. Jensen = titrage direct 
en milieu solide de Jensen. 
Tous les titrages de INH ont été faits en milieu de Jensen. 
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tants 4 VINH ou au 1314 Th, comme 4 la suite de traitements par 
PINH ou le 1814 Th seuls. 


Dans les associations, les bacilles résistants au THC n’appa- 
raissent qu’aprés quatre-vingt-dix jours de traitement et l’on 
n’observe que de faibles résistances : les bacilles isolés sont de 
deux a quatre fois moins sensibles que ceux de la souche inoculée 
(litrages en milieu de Youmans). 


Si nous comparons les résultats obtenus au bout de cent jours 
de traitement (tableau III), nous constatons qu’aux faibles doses 
(0,05 et 0,5) les résultats sont les mémes, que les traitements 
solent associés ou non a la THC: le nombre total des bacilles 
cultivés ainsi que le pourcentage des bacilles résistants sont sen- 
siblement du méme ordre de grandeur, Aux plus fortes doses 
(0,1 et 1 mg), les résultats de l’association sont trés légérement 
meilleurs que ceux des produits isolés. 


Par contre, l’association INH + 13814 Th, soit aux faibles doses, 
soit aux plus fortes doses, donne de bien meilleurs résultats que 
ces médicaments employés isolément et que toutes les associations 
avec le THC. Le nombre de bacilles diminue réguhérement et les 
bacilles isolés restent sensibles 4 VINH et au 1314 Th, comme 
nous l’avons déja exposé antérieurement [5]. Cependant, avec les 
faibles doses d’INH et de 1314 Th (0,05 et 0,5 mg) des résistants 
a 0,1 ug/em® d’INH apparaissent, ce qui prouve que la population 
bacillaire n’est pas restée tout a fait normale. Ce fait tient sans 
doute aux doses trop faibles d’antibiotiques employées, car avec 
les doses plus élevées (0,1 et 1 mg) les bacilles isolés sont tous 
sensibles &€ VINH et au 1314 Th. 


Les taux de résistance, ainsi que les pourcentages de bacilles 
résistants aux différentes doses d’INH peuvent paraitre faibles, 
et on pourrait avoir tendance A les négliger; mais si l'on 
considére la souche sensible inoculée dans laquelle il y a 
1 pour 10000 bacilles résistants & 0,05 pg d@INH et 1 pour 
200 000 bacilles résistants a 0,1 pg d’INH, le pourcentage de 
1 p. 100 de bacilles résistants 4 0,1 wg d’INH isolés aprés trai- 
tement de la souris, représente une proportion deux mille fois 
plus grande de bacilles résistants & 0,1 wg que dans la souche 
sensible avant tout traitement. Ce pourcentage n’est donc pas 
négligeable, surtout lorsqu’il se rapporte 4 une population nom- 
breuse, de l’ordre de 10° ou 10° germes pour 0,1 cm’ de broyat de 
poumon. De plus, le traitement par l’INH des souris inoculées 
avec de telles souches nous a appris 4 ne pas négliger ces faibles 
résistances in vitro, qui se révélent de fortes résistances 
in vivo [14, 415}. 

Les traitements poursuivis cent quarante jours donnent des 
résultats qui confirment les faits observés au bout de cent jours, 
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les phénoménes s’accentuent, le nombre et le taux de résistance 
a VINH et au 1314 Th des bacilles isolés aprés traitement associe 
a la THC, sont trés voisins de ceux qu’on obtient avec ces memes 
médicaments isolés. 


Discussion. 


L’échee de l’association TIIC + 1314 Th pourrait 4 la rigueur 
s’expliquer par l’existence d’une résistance croisée, car on salt 
que les bacilles résistants au 1314 Th sont également résistants 
4 la THC, mais on ne constate méme pas d’action additive pen- 
dant les deux premiers mois de traitement, avant que ne se mani- 
festent les bacilles résistants. 

Par contre, pour l’échee de association THC + INH, on ne 
peut pas invoquer de résistance croisée et on ne peut mettre en 
cause que la mauvaise absorption de la THC par Vorganisme, qui 
n’en laisse parvenir jusqu’aux bacilles que des doses trop faibles, 
méme quand on augmente les doses ingérées. 

Schmidt et ses collaborateurs [46] constatent également chez le 
singe le trés faible effet thérapeutique de la THC employée seule 
et A la suite de traitements associés INH + THC, ils isolent des 
bacilles résistants & VINH. 

En clinique humaine, Donoboe, Katz, Duke et Romansky [417], 
ainsi que Larkin [48], ont vu égalemet apparaitre des bacilles 
résistants 4 l’ INH ou a la streptomycine chez des malades traités 
par la THC (2 g par jour) associée a l’un de ces deux médica- 
ments, preuve de |’inefficacité de la THC. 

Dans son étude de la THC chez la souris, Youmans envisageait 
de pouvoir remplacer dans les associations médicamenteuses le 
PAS par la THC. L’ensemble des résultats obtenus par nous- 
mémes chez la souris, par Schmidt chez le singe et par les 
quelques essais cliniques réalisés aux Etats-Unis élimine cette 
possibilité pour le moment, la THC, sous sa forme actuelle, n’étant 
que peu absorbée par lorganisme. 

La thiocarbanidine est donc un médicament actif in vitro, trés 
actif en traitement abortif de courte durée, mais presque inactif 
en traitement abortif prolongé et surtout a peu prés inactif en 
traitement curatif, méme si on augmente les doses ingérées. 

Celle inactivité en traitement curatif laissait prévoir que son 
association 4 un médicament actif comme l’INH ou le 1314 Th 
n’ajouterait rien 4 Vactivité de ces derniers et n’empécherait pas 
apparition des bacilles résistants. C’est ce que confirment notre 
expérimentation et celle des auteurs américains concernant la 
tuberculose du singe et celle de homme. 

Nous avons observé un phénoméne analogue avec les phénazines 
pigmentées de Barry [419]. Deux phénazines pigmentées, B 663 
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et B 720, ayant méme activité antituberculeuse in vitro (0,3 wg/cm’) 
et in vivo en traitement abortif de courte durée (0,2 mg par souris), 
ont une activité tout a fait différente si on les emploie en traite- 
ment curatif, seules ou en association avec INH. L’une (B 663) 
conserve son activité en traitement curatif et, associée a VINH, 
provoque la stérilisation presque totale des organes; l'autre 
(B 720) est & peu prés inactive en traitement curatif et, associée 
a INH, n’améliore pas les résultats du traitement par INH seul, 
et n’empéche pas le développement des bacilles résistants 4 ? INH. 


Ces faits montrent que l’épreuve habituelle du traitement abortif 
de bréve durée risque de donner une opinion trop favorable d’un 
nouveau médicament antituberculeux. Il faut la compléier par 
des épreuves plus sévéres : traitements abortifs prolongés, trai- 
tements curatifs et associations a d’autres médicaments connus. 
Cet ensemble d’épreuves donne une idée trés compléte de l’acti- 
vité d’un médicament et de son mode d’action : bactériostase, 
bactéricidie, empéchement du développement des bacilles résis- 
tants. 


CONCLUSIONS. 


Malgré la présence d'une chaine commune (CSNH —) dans leur 
molécule, la thiocarbanidine et |’éthioniamide agissent trés diffé- 
remment ; tous deux sont actifs sur la tuberculose de la souris. 
La dose minima active de la THC est inférieure a celle du 1314 Th 
en traitement abortif de courte durée ; par contre, la THC n’agit 
plus que faiblement en traitement curatif, tandis que le 1314 Th 
conserve son activité. En association avec INH ou le 1314 Th, la 
THC n’empéche pas l’apparition des bacilles résistants 4 l'un ou 
Vautre de ces antibiotiques. La raison de l’inactivité de la THC, 
employée dans ces conditions, semble tenir a sa faible absorption 
par lorganisme. 


SUMMARY 


COMPARATIVE STUDY OF THE EXPERIMENTAL ANTITUBERCULOUS ACTIVITY 
OF THIOCARBANIDINE (THC) ano EtTuHioniamipe (1314 Th). 


In spite of the presence of a common chain (CSNH —), the 
mechanism of activity of the two products is very different. Both 
are active in mice tuberculosis. For an abortive treatment of 
short duration, the minimal active dose of THC is lower than that 
of 18314 Th. On the other hand, THC has only a low activity as 
a curative treatment. Associated with isoniazid or 1314 Th, THC 
does not prevent the appearance of resistant bacilli to one of these 
antibiotics. The inactivity of THC under these conditions seems 
to be due to a poor absorption by the animal body. 
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ETUDE DE LA VACCINATION DE LA SOURIS 
PAR LE VACCIN BCG, 
AU MOYEN DES AUTORADIOGRAPHIES 


par J.-F. PASQUIER (*) et F. ZAJDELA (**) (***) 
(avec l’aide technique de H. CHALVET et Y. LUCEL). 


INTRODUCTION. 


Divers auteurs ont cherché a apprécier le pouvoir vaccinant 
d’un vaccin BCG par différents tests de protection chez la souris 
vaccinée, puis infectée avec une souche de bacilles tuberculeux 
virulents {4 a 4]. 

Dubos et ses collaborateurs {1, 2, 3] ont montré que le vaccin 
BCG protége la souris contre une infection massive de bacilles 
tuberculeux virulents, sans cependant empécher l’évolution fatale 
de la tuberculose de la souris. Deux variétés de techniques ont 
été décrites : 1° le test de protection de la souris, déterminé par 
numération des colonies microbiennes virulentes des rates et des 
poumons des animaux vaccinés et des témoins ensemencées sur 
milieu de Léwenstein, aprés une injection de bacilles tuberculeux 
virulents ; 2° l’épreuve de survie des souris vaccinées et témoins 
infectées avec une dose létale de bacilles virulents. 

D’autres auteurs ont voulu suivre la destinée des bacilles tuber- 
culeux et leur répartition dans les organes des animaux infectés, 
puis leur élimination [5 & 46 et 24]. Une technique paraissait indi- 
quée : le marquage des bacilles au moyen des isotopes radio- 
actifs, qui permettrait de suivre la trace des bacilles et d’étudier 
leur répartition et leur élimination. 

Strém et Rudbach {5, 6] ont montré ainsi, chez les cobayes 
vaccinés et chez les témoins, infectés avec une dose virulente de 
bacilles tuberculeux marqués, que la radioactivité était plus 
importante dans le sang et l’urine des animaux vaccinés que 
chez les témoins. Ils ont étudié également la répartition du ”P 
dans les organes et montré que, chez les animaux vaccinés, la 


(*) Institut National d’Hygiéne (Laboratoire de Radiomicrobiologie 
du Centre International de 1’Enfance). 

(**) Institut National d’Hygiéne (Laboratoire de Cytologie expéri- 
mentale de la Fondation Curie). 

(***) Manuscrit recu le 20 octobre 1959. 
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radioactivité était plus importante au point de linoculation avec 
des bacilles virulents marqués. Ils ont apprécié la dispersion des 
bacilles marqués en mesurant la radioactivité des organes prélevés 
4 des intervalles variables, c’est-a-dire quatre 4 huit heures apres 
injection. Le maximum de radioactivité a été trouvé dans les 
ganglions lymphatiques, puis dans la rate et les poumons. 

Sternberg [8] avait émis l’hypothése que le cobaye vacciné non 
seulement déiruit plus de bacilles, mais que les constituants phos- 
phorés de ces mémes bacilles sont éliminés plus rapidement que 
chez les animaux témoins. 

Nous-mémes [44, 45] avions constaté que, dans les expériences 
de Strom et Rudbach, une partie de la radioactivité du *P était 
retrouvée dans la moelle osseuse et le cerveau. Nous avions émis 
Vhypothése qu’une partie du radiophosphore non hé au bacille 
quittait le bacille et rentrait dans le métabolisme phosphoré de 
l’animal. Nous avons alors étudié la fixation de *P par des bacilles 
tués et avons montré que ceux-ci fixaient une partie du *P, jusqu’a 
30 p. 100 dans certaines expériences, et qu’en outre il était trés 
difficile de se débarrasser par lavages répétés et dialyse de la 
radioactivité du ®P non hé métaboliquement au bacille. 

Sternberg {43] devait confirmer ces résultats en étudiant la 
répartition du phosphore marqué dans les différents composés 
phosphorés bactériens (phosphore protéique, phospholipides et 
phosphore minéral libre). C’est une partie de cette radioactivité 
qui passe par simple échange a travers la membrane bacillaire 
et entre dans le métabolisme du phosphore de l’animal infecté 
avec du bacille tuberculeux marqué au *P. Puisque les bacilles 
tués fixent également du *P, il est difficile de savoir dans un 
organisme vacciné quelle quantité de *P est libérée sous l’influence 
d’un processus immunitaire de destruction bacillaire spécifique, 
et quelle quantité de *P minéral provient d’un échange A travers 
Ja membrane bacillaire [7]. C’est pour parer a cet obstacle que 
nous avons introduit dans le milieu de culture un composé marqué 
qui puisse étre métabolisé activement par le bacille [44]. Nous 
avons utilisé l’acétate de sodium marqué sur le groupement méthyle, 
qui est métabolisé par Vintermédiaire du cycle de Krebs et n’est 
fixé que par les bacilles vivants. Nous avons obtenu un bacille 
fortement et spécifiquement marqué, que nous avons utilisé pour 
des expériences in vivo. Nous avons étudié ainsi la répartition 
et l’élimination de la radioactivité des bacilles tuberculeux viru- 
lents vivants et des différentes variétés de vaccins BCG injectés 
a des souris. Nous avons, avec Kurylowiez [44, 45], cherché 
4 apprécier le pouvoir vaccinant de différents vaccins BCG intro- 
duits par trois voies différentes (intrapéritonéale, sous-cutanée, 
intraveineuse), vis-a-vis d’une infection intraveineuse ultérieure 
par des bacilles tuberculeux humains marqués au carbone radio- 
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acuif. Chez les souris vaccinés par voie sous-culanée et par voie 
intrapéritonéale, ultérieurement infectées au moyen d’une injection 
de bacilles tuberculeux marqués, on observe, en mesurant la 
radioactivité dans les organes, que la radioactivité fixée par les 
animaux vaccinés est trois a quatre fois moindre que celle fixée 
par les non-vaccinés. Tout se passe comme si les animaux vaccinés 
éliminaient plus rapidement le “C, et par conséquent les bacilles 
virulents vivants injectés, que les animaux témoins non vaccinés. 
La baisse de “C dans la rate est paralléle & la diminution des 
hacilles dans celle-ci, mesurée par dénombrement bactériologique 
des particules vivantes (méthode de Krohn). Nous pouvons donc 
admettre que l’élimination de Ja radioactivité par les animaux 
vaccinés est paralléle 4 l’élimination bacillaire et traduit le degré 
de protection de Vanimal vis-a-vis d’une injection massive de 
bacilles virulents. Cependant un autre fait avait atliré notre atten- 
tion : contrairement aux animaux vaccinés par la voie sous-cutanée 
et intrapéritonéale, les organes des animaux vaccinés par voie intra- 
veimeuse ont autant ou plus de radioactivité que ceux des animaux 
témoins injectés avec des bacilles marqués. En outre, le taux de 
radioactivité le plus élevé se situe dans les poumons des animaux 
vaccinés. Tout se passe comme si les animaux vaccinés par voie 
intraveineuse et infectés quarante-huit heures apres avec une 
souche virulente H387Rv marqué, bloquaient la radioactivité avant 
de Véliminer. Il pourrait s’agir soit d’un processus immunitaire 
de destruction & localisation pulmonaire spécifique, soit d’une 
réaction de forme anaphylactoide a Vinjection de bacilles tuber- 
culeux, le vaccin BCG servant d’antigéne sensibilisant. Le fait, 
que les frottis pulmonaires colorés par la méthode de Ziehl qua- 
rante-huit heures aprés l’injection de bacilles tuberculeux marqués 
ne montrent que peu de bacilles et que l’on trouve cependant une 
forte quantité de “C, rend le probléme complexe et souléve plu- 
sieurs hypothéses : 1° les bacilles tuberculeux virulents injectés aux 
animaux vaccinés sont détruits dans le poumon par les leucocytes, 

qui expliquerait la présence de la radioactivité sans présence 
de bacilles; 2° les bacilles ne seraient pas colorables par la 
méthode de Ziehl a ce stade de l’infection et se trouveraient cepen- 
dant dans les poumons. C’est pour cela que nous avons, avec 
F. Zajdela, mis au point une technique autoradiographique qui 
nous permet d’obtenir une image histologique des bacilles colorés 
au Ziehl et, en méme temps, une image autoradiographique des 
trajectoires du “C des_bacilles marqués a Vacétate dans les 
organes de la souris. Cette technique devrait permettre : a) de 
différencier les bacilles vivants des bacilles tués, puisque les 
vivants seuls peuvent métaboliser l’acétate et que bacilles vivants 
et tués prennent la coloration de Ziehl ; 6b) de différencier dans 
un tissu un bacille BCG d’un bacille tuberculeux virulent, en mar- 
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quant soit l'une, soit l’autre variété de bacille ; ¢) de suivre la 
destinée des bacilles marqués dans les différents organes des 
animaux vaccinés et non vaccinés au cours de leur destruction 
en utilisant conjointement a la méthode autoradiographique les 
méthodes classiques de coloration histologique et la technique 
bactériologique de numération des colonies. 

Nous avons étudié plus spécialement dans ce travail la technique 
autoradiographique et ses applications a l’étude de la répartition 
des bacilles tuberculeux marqués, et a l'étude de la vaccination 
de la souris par le vaccin BCG. 


TECHNIQUES AUTORADIOGRAPHIQUES. 


La technique comprend plusieurs phases : 
1° Marquage des bacilles au MC. 


2° Préparation des animaux injectés avec les bacilles marqués. Pré- 
lévement et mesure de la radioactivité des organes. 


3° Préparation des coupes histologiques. Coloration des bacilles dans 
les coupes. 


4° Autoradiographie des frotiis bacillaires. 
5° Autohistoradiographie des coupes histologiques. 


1° MARQUAGE DES BACILLES AU MC. 


La technique de marquage des bacilles a été décrite ailleurs en 
détail [415]. On obtient un bon marquage des bacilles vivants par 
culture sur milieu de Dubos contenant de l’acétate de Na dont le grou- 
pement méthyle est marqué au #C. On préléve les bacilles 4 la phase 
logarithmique de leur croissance ; ils ont alors une radioactivité corres- 
pondant a 20000 a 80000 coups/minute par milligramme de bacilles. 


2° PREPARATION DES ANIMAUX INJECTES AVEC LES BACILLES MARQUES. PRE- 
LEVEMENT ET MESURE DE LA RADIOACTIVITE DES ORGANES. 


Un lot de 10 souris recoit par voie intraveineuse dans la queue 
0,25 mg dans 0,25 cm*® de sérum physiologique d’une suspenison de 
vaccin BCG de l'Institut Pasteur. Un deuxiéme lot de 10 souris est 
gardé comme témoin. Aprés six semaines, toutes les souris sont injec- 
tées par voie intraveineuse avec 0,25 mg d’une culture de bacilles tuber- 
culeux marqués, 4gés de 8 jours, donnant 5000 coups/minute. La 
moitié des souris vaccinées et des souris témoins est sacrifiée quarante- 
huit heures aprés injection ; l’autre moitié quinze jours aprés. Les 
animaux sont tués a4 l’éther ; on préléve la rate et le poumon. Un 
poumon de chaque animal est gardé pour la mesure de lia radioacti- 
vité totale de l’organe, l’autre pour les techniques autoradiographiques. 
La trachée est sectionnée loin du peumon et on y injecte a l’aide d’une 
petite sonde courbe 1 cm? de fixateur de Carnoy. On ligature la trachée 
et on met le poumon dans le fixateur de Carnoy pour préparer les 
coupes histologiques. On mesure Ja radioactivité du poumon et de 
Ja rate de tous les animaux pour connaitre l’élimination et la répar- 
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tition de la radioactivité dans les organes au cours de l’infection et 
pour calculer la quantité de radioactivité qui servira 4 impressionner 
Vémulsion photographique. La technique détaillée de ces mesures 
a été décrite dans un travail antérieur [14]. 


3° PREPARATION DES COUPES HISTOLOGIQUES. COLORATION DES BACILLES DANS 
LES COUPES. 


PrincirE, — On fait une coloration histologique classique des bacilles 
sur coupe par la méthode de Ziehl et on compare cette coupe a son 
homologue qui aura été préparée pour faire une autohistoradiographie 
des trajectoires des bacilles marqués. 


TECHNIQUE. — a) Fixation. Les organes sont retirés du fixateur de 
Carnoy (N. B. Ne pas laisser les tissus plus de vingt-quatre heures a la 
glaciére 4 4° dans Je fixateur). Pour les petits organes (rate et poumon 
de souris), on utilise la technique suivante : 


b) Inclusion. Deux bains a l’alcool absolu, deux bains a l’alcool buty- 
lique, un bain a l’alcool butylique saturé de paraffine 4 56°, deux bains 
de paraffine 4 56° et inclusion. On coupe les tissus en sections de 
5 w d’épaisseur. 

c) Elalement. On étale les coupes sur une platine moyennement 
chaude (me pas dépasser 42°) avec de l’albumine glycérinée. Les coupes 
sont ensuite égouttées et mises 4 sécher dans une étuve a 37° pendant 
vingt-quatre heures. 


d) Déparaffinage. On passe les coupes dans quatre bains de toluéne 
pendant dix minutes chaque fois, puis dix minutes dans quatre bains 
successifs d’alcool absolu et enfin cing minutes dans un bain d’alcool 
4 95° et trois minutes dans un bain d’alcool a 45°. 


e) Coloration des bacilles. On lave a J’eau ordinaire, puis a l’eau 
lithinée (solution de carbonate de lithium a4 1 p. 100). On plonge 
ensuite Jes coupes pendant quarante-cing minutes 4 56° dans une 
solution de fuchsine phéniquée 4 1 p. 100, portée préalablement Aa la 
température de 56°. On lave a l’eau courante. On différencie dans un 
mélange d’alcool & 95° (95 cm) et d’acide lactique (5 cm*) pendant 
cing minutes. On rince a l’eau courante. On colore les coupes avec une 
solution de bleu de méthyléne au tiers pendant trois minutes. On lave 
4 eau courante, puis a l’alcool absolu. On verse ensuite sur les lames 
de l’alcool absolu plus III gouttes de toluéne. On laisse trente secondes. 
On rince au toluéne et on recouvre la préparation avec une lamelle au 
moyen de baume du Canada. Les lames sont prétes pour |’examen 
microscopique des bacilles et des lésions anatomopathologiques. 


4° AUTOHISTORADIOGRAPHIE DES COUPES HISTOLOGIQUES. 


Principr. — On utilise ]’émission des trajectoires f émises par le 
“CG des bacilles marqués pour impressionner une émulsion photogra- 
phique spéciale pour rayonnement £. En travaillant dans des conditions 
bien définies (injection d’une méme quantité de bacilles marqués 4 tous 
les animaux, méme épaisseur des coupes histologiques, méme émulsion 
et méme épaisseur de 1’émulsion, méme temps d’exposition et dévelop- 
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pement dans les mémes conditions), on obtient des résultats fidelement 
reproductibles. L’emploi d’une émulsion nucléaire capable d’enregistrer 
directement les trajectoires des particules de radiocarbone donne a Ja 
méthode une grande sensibilité. On peut ainsi travailler avec des acti- 
vités tres faibles ; on obtient un pouvoir résolvant a ]’échelle du bacille 
et une grande spécificité, les trajectoires p typiques du radiocarbone 
ne pouvant ¢tre confondues avec un noircissement parasite quel- 


conque [47, 18, 19]. 


TecHNIQUE. — a) Les coupes histologiques sont montées et préparées 
comme précédemment. Aprés le déparaffinage, on protége simplement 
les coupes préalablement séchées, en les plongeant quelques secondes 
dans une solution 4 0,5 p. 100 de celloidine dans 1’acétate d’isoamyle. 
On séche A nouveau. Les coupes sont alors prétes pour la technique 
autohistoradiographique. 


b) Mesure de la radioactivité des coupes. On doit connaitre la radio- 
activité des coupes pour calculer le temps d’exposition de 1’émulsion 
photographique. On mesure la radioactivité des coupes au compteur de 
Geiger-Miiller « tracerlab », modéle TGC2 pour rayonnement ~ mou. 
L’activité des coupes dans les expériences rapportées ici ne dépasse 
que de quelques impulsions le mouvement propre. Le temps d’expo- 
sition sera donc assez long (huit 4 quinze jours). 

c) Exposition de l’émulsion photographique. Les lames sont recou- 
vertes d’une émulsion photographique spéciale type G5 d Ilford. 
(NV. B. L’émulsion se présente sous forme de gel ; elle doit étre conservée 
i la glaciére.) Avant son utilisation on préléve une petite quantité 
qui est mise & fondre & 42° au bain-marie et on recouvre la lame 
d’une mince couche d’émulsion au moyen d’une lame A glissiére 
qui permet une répartition égale et homogéne de ]’émulsion (200 ou 
500 «). Les lames sont mises a sécher dans une boite hermétiquement 
close contenant un mélange déshydratant (actigel). Aprés quelques 
heures de dessiccation, on met les lames au réfrigérateur A 4° pendant 
le temps d’exposition. 

d) Développement : Hydratation. Les lames sont placées sur un 
portoir et plongées dans un bac contenant de l’eau distillée X 4°. On 


PLANCHE I 


PHOTOMICROGRAPHIES DES AUTORADIOGRAMMES. 


Fic. I. — Poumon de souris non vyaccinée, sacrifiée quarante-huit heures aprés 

Vinjection de bacilles de Koch virulents marqués au radiocarbone (Objectif 20 x, 

oculaire 6 x ; filtre violet clair pour diminuer Vimpression photographique des 

noyaux cellulaires colorés en violet par Il’hématine. La mise au point est faite sur 
la couche photographique de l’autoradiogramme). 


Fic, 2. — Rate de souris non vaccinée, sacrifiée quarante-huit heures aprés linjection 
de bacilles de Koch yirulents marqués au radiocarbone. 


Vins ob o@u iy == Poumon (fig. 3) et rate (fig. 4) de souris vaccinées et sacrifiées 
quarante-huit heures aprés l’injection de bacilles tuberculeux virulents. 


{nnales de lInstitut Pasteur. Mémoire J.-F. PASQUIER 


i I. Gs. et F. ZAJDELA. 


Puiancue I, 
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PLANCHE II 


Fic. 5 et 6. — Poumon (fig. 5) el rate (fig. 6) de souris non vaccinées et sacrifiées 
quinze jours apres Vinjection de bacilles de Koch virulents marqués au radiocarbone. 
Fic. 7. — Autoradiogramme d’une souris yaccinée et sacrifiée quinze jours apres 
Vinjection de bacilles virulents marqués. 


Fic. 5. — Poumon dune souris vaccinée et sacrifiée quinze jours apres Vinjection 
de bacilles marqués. 


innales de l'Institut Pasteur. Mémoire J.-F. PASQUIER 
T. 98. et F. ZAJDELA. 
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PLANCHE III 


Fic. 9. — Rate d’une souris yaccinée et sacrifiée quinze jours aprés linjection 
de hacilles marqués. 


Fie. 10. — Autoradiographie d’un frottis BCG de l'Institut Pasteur provenant d’une 
culture de huit jours sur milieu de Dubos liquide et marqué au radiocarbone. 


Annales de Il-Institut Pasteur. Mémoire J.-F, PASQUIER 
T. O8. et F. ZAJDELA. 
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PLANCHE IV 


MicroPHOTOGRAPHIES DES COUPES HISTOLOGIQUES DE POUMONS ET DE RATES DE SOURIS 


EV TEMOINS S\ACRIFIEES QUARANTE-HUIT HEURES ET QUINZE JOURS APRES UNE 


INJECTION INTRAVEINEUSE DE BACILLES TUBERCULEUX MARQUES. 


Ex waur a Gaucne. — Le poumon des souris non vaccinées quarante-huit heures 

apres Vinfection hbacillaire est généralement congestionné ayee de rares  hacilles 

colorables par le Ziehl. Cependant on trouve d lexamen altentif et au microscope 

a contraste de phase quelques bacilles ne prenant pas le Zieh], mais colorables par 
le bleu de méthyléne, et quelques granulations bacillaires prenant le Zen. 


Ex waur A prome. — La rate des souris non vaccinées quarante-huit heures apres 
Vinfection bacillaire présente quelques rares bacilles colorables, disséminés en dehors 
des centres lymphoblastiques. 


Au mMiLiru A GAUCHE. — Le poumon des souris vaccinées quarante-huil heures apres 

Vinfection bacillaire présente déja de petites formations nodulaires de tres faible 

taille sans bacilles colorables par le Ziehl. On voit quelques rares bacilles extra- 
nodulaires et dans la paroi alyéolaire. 


Au mininru «a proire. — La rate des souris vaccinées quarante-huit heures aprés 
Vinfection bacillaire montre quelques rares bacilles colorables au Ziehl, disséminés 
en dehors des centres lymphoblastiques et quelques rares bacilles phagocytés. 


Ex BAs a GaucnE. — Les poumons des animaue non vaccinés présentent quinze jours 

apres Vinfection bacillaire de nombreux foyers de fibrose avee des réactions locales 

séro-caséeuses dans les alyéoles environnants avec de nombreux nodules confluents 

contenant de nombreux bacilles en amas intra ct extranodulaires en yoie de 
multiplication active. 


En pas a promr. — Les rates des animaux témoins quinze jours apres Vinfection 
bacillaire présentent toutes de nombreux nodules tuberculeux confluents farcis 
de nombreux bacilles intranodulaires. Présence de mégacaryocytes. 


Annales de lInstitut Pasteur. Mémoire J.-F. PASQUIER 
ie 98: eb F: ZAJDBELA. 
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les replace au réfrigérateur pendant quinze a trente minutes. On refroidit 
au préalable le révélateur de Hertz. Le développement se fait avec le 
révélateur de Hertz modifié (qui se fait de ]a maniére suivante ; sulfate 
de sodium anhydre 15 g, bisulfite acide de sodium 10 cm, amidol 
3g, eau distillée 4 compléter 4 1000 cm). Le révélateur ne se conserve 
pas. Le pH du révélateur est de 6,9. On vide le bain d’eau distillée et 
on met les lames dans le révélateur de Hertz quinze minutes a la 
glaciére. Sans laver on change les lames en les plongeant dans le 
révélateur 4 la température ambiante pendant dix minutes. 


e) Firation. On fixe 4 la température du laboratoire pendant trente 
minutes avec le fixateur acide Kodak additionné de solution tannante 
Kodak (& raison de 15 cm? par litre de fixateur). Puis on fait une 
deuxiéme fixation & froid 4 4° pendant une heure. On lave trente 
minutes a l’eau courante et on met les lames a sécher. 

f) Coloration des autohistoradiographies. Les coupes peuvent étre 
ensuite colorées & l’émalun de Mayer dilué de moitié A 4° C pendant 
une heure. On différencie 4 leau acétique et on colore avec le 
jaune de méthanyle A 0,1 p. 100 suivi d’une différenciation dans 
V’alcool a 70°. On examine les lames soit au microscope 4 contraste 
de phase, soit au microscope ordinaire. 


5° AUTORADIOGRAPHIE DES FROTTIS BACILLAIRES MARQUES SUR LAMES. 


Il est important d’obtenir des frottis de bacilles bien isolés afin 
d’étudier le nombre et la répartition des trajectoires émises par le 
rayonnement fp du “C des bacilles marqués. Pour cela, on lave soigneu- 
sement la culture bacillaire par plusieurs centrifugations successives 
a Veau physiologique pour débarrasser les bacilles de l’acétate marqué 
non métabolisé (généralement trois lavages). On remet les bacilles en 
solution dans du sérum physiologique et on fait deux ou trois centri- 
fugations rapides pendant une minute environ. On préléve chaque fois 
les surnageants. On fait un étalement et on contrdle au microscope 
la dispersion bacillaire. On fait des frottis sur lames de bacilles isolés 
que l’on colore par la méthode de Ziehl classique. On mesure la radio- 
activité des bacilles pour calculer le temps d’exposition. On recouvre 
ensuite le frottis d’un mince film de celloidine dans l’acétate d’isoamyle 
et on applique la technique autoradiographique décrite précédemment 
pour mettre en évidence les trajectoires des bacilles marqués. 


R&sULTATS. 


I. — AUTORADIOGRAPHIES DE FROTTIS DE BACILLES BCG IsoLks. 


Avant de localiser les bacilles marqués dans les coupes histo- 
logiques d’organes d’animaux vaccinés et témoins, il était néces- 
saire d’étudier, par autoradiographie de frottis bacillaires isolés, 
le nombre et la répartition des trajectoires émises par le rayon- 
nement fp du radiocarbone métabolisé par les bacilles tubercu- 
leux marqués. Ce sont ces mémes bacilles marqués que nous 
allons mettre en évidence dans les tissus de souris grace a des 
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irajectoires analogues A celles que nous voyons sur la figure 10 
(pl. TID); ae 

La figure 10 montre les trajectoires f de quatre centres d’émis- 
sion provenant d’une culture de bacilles BCG de l'Institut Pasteur 
de 8 jours. [Les bacilles sont fortement marqués. On voit de nom- 
breuses trajectoires qui ne sont visibles que dans une dimension 
de l’espace, du fait de la faible profondeur du champ de l’objectif 
aé immersion (0,1 wp). 


II. — IMAGEs HISTOLOGIQUES ET AUTOHISTORADIOGRAPHIQUES DK 
BACILLES TUBERCULEUX MARQUES DANS LES LESIONS DE SOURIS 
VACCINEES ET TEMOINS SACRIFIEES QUARANTE-HUIT HEURES ET QUINZE 
JOURS APRES UNE INJECTION DE BACILLES TUBERCULEUX VIRULENTS 
MAROQUES. 

Les résultats expérimentaux sont représentés par les figures 1 
& 9 des planches I, I, III pour les photomicrographies des auto- 
radiogrammes, et par les figures 1 a 6 de la planche IV pour les 
photomicrographies des coupes histologiques. 


La ricure 1 (pl. I) représente une photomicrographie d’un auto- 
radiogramme typique d’un poumon de souris non vaccinée, sacri- 
fiée quarante-huit heures aprés l’injection de bacilles de Koch 
virulents marqués au radiocarbone. 

On remarque la présence de nombreuses formations en forme 
d’étoile 4 rayons sinueux. Chacune de ces formations correspond 
& un centre d’émission de particules B du radiocarbone, métabo- 
liquement incorporé dans les bacilles et dont les parcours indivi- 
duels 4 travers |’émulsion photographique ont donné naissance 
a des traces typiques. Les centres d’émission se trouvent soit 
groupés a l’intérieur de lésions tuberculeuses en voie de formation, 
soit isolément au niveau de parois alvéolaires témoignant de la 
présence, au moment du sacrifice de l’animal, de bacilles vivants 
a ces niveaux. 

L’aspect de ces centres d’émission nous permet d’affirmer éga- 
lement que ces bacilles ne se divisent pas activement : 

a) D’une part, parce que la zone d’ow partent les traces est tou- 
jours extrémement restreinte (& comparer avec les figures 5, 6, 8, 
pl. H, et 9, pl. III, ot les zones d’émission sont élargies typi- 
quement a cause de la multiplication des germes) ; 

b) D’autre part, parce que le nombre de traces par centre 
d’émission est superposable a celui des autoradiogrammes obtenus 
avec ces mémes bacilles étalés en frottis (& comparer avec les 
figures 5, 6, 8 pl. II et 9 pl. III, ot le nombre de traces par 
bacille est beaucoup plus faible 4 cause de la dilution isotopique). 


La ricurE 2 (pl. I) est une photomicrographie d’un autoradio- 
gramme typique de la rate de souris non vaccinée sacrifiée qua- 
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rante-huit heures aprés l’injection de bacilles de Koch virulents 
marqués au radiocarbone. On voit de nombreux centres d’émis- 
sion de traces B indiquant la présence de bacilles vivants non 
divisés. 

Les bacilles se trouvent répartis uniformément Aa travers le 
parenchyme splénique a Vexclusion des corps de Malpighi. 


Les ricures 3 et 4 (pl. I) montrent les photomicrographies des 
autoradiogrammes du poumon (fig. 8) et de la rate (fig. 4) de souris 
préalablement vaccinées au BCG et sacrifiées quarante-huit heures 
apres linjection de bacilles tuberculeux virulents. 

L’aspect autoradiographique des organes de souris vaccinées 
est identique a celui des souris témoins (fig. 1 et 2, pl. I). 


La FicuRE 5 (pl. ID) est une photomicrographie d’un autoradio- 
gramme typique du poumon de souris sacrifiée quinze jours apr’s 
Pinjection de bacilles de Koch virulents marqués au radiocarbone. 
Histologiquement, on apercoit une lésion tuberculeuse de taille 
importante. L’autoradiogramme correspondant a cette lésion pré- 
sente trois types de formations : 


1° Centres d’émission de traces en forme d’étoile [bacilles qui 
ne se sont pas divisés] (voir fig. 1, pl. I). 


2° Des zones de taille discréte ot la densité de traces est assez 
grande et ot celles-ci sont souvent groupées par deux ou trois 
(population de bacilles, dont le nombre de divisions étant modéré, 
montre une diffusion topographique et une dilution isotopique 
modérée). 

3° Des traces isolées et réparties a travers toute la lésion ana- 
tomo-pathologique (bacilles résultant de nombreuses divisions 
avec une diffusion bacillaire topographique et une dilution isoto- 
pique considérable). 


Beaucoup de bacilles n’ont pas donné de traces pendant le 
temps d’exposition de |’autoradiogramme, leur activité étant trop 
faible & la suite de nombreuses divisions. Certaines traces, en 
revanche, peuvent ne pas correspondre a des bacilles vivants, 
mais a des fragments de bacilles détruits et phagocytés. La 
méthode autoradiographique, en effet, ne peut pas distinguer 
entre ces deux catégories de centres d’émission. 

Cet autoradiogramme correspond parfaitement a _ l’image 
obtenue par la coloration au Zieh] qui met en évidence a |’intérieur 
des lésions tuberculeuses de quinze jours une_ prolifération 
énorme de bacilles. Mais l’autoradiogramme nous donne des 
renseignements que la coloration de Zieh] ne peut pas donner : il 
permet de montrer que les bacilles ne se divisent pas tous au 
méme rythme. 
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La Ficure 6 (pl. Il) représente la photomicrographie d'un auto- 
radiogramme typigue de la rate de souris sacrifiée quinze jours 
aprés l’injection de bacilles de Koch virulents, marqués au radio- 
carbone. 

Du point de vue anatomopathologique, on est en présence d’une 
lésion de taille importante représentant plusieurs nodules ayant 
conflué. 

L’autoradiogramme de cetle lésion présente les mémes caracté- 
ristiques que celui de la figure 5. La méme chose est vraie quant 
a la correspondance avec la coloration de Ziehl. 


La Ficure 7 (pl. IL) est la photomicrographie d’un autoradio- 
gramme du poumon d'une souris vaccinée au BCG et qui a regu 
une injection de bacilles virulents marqués au radiocarbone, quinze 
jours avant le sacrifice. Nous avons vu que les souris vaccinées 
pouvaient présenter des réponses assez différentes du point de vue 
autoradiographique. La figure 7 comparée aux figures 8 (pl. II) 
et 9 (pl. IJ) en est un exemple. 

Il s’agit d’un poumon de souris vaccinée qui, quinze jours aprés 
linjection de bacilles virulents, n’a pas de lésions histopatholo- 
giques et surtout pas de traces caractéristiques de la présence de 
bacilles virulents injectés. Le méme résultat a été obtenu au niveau 
de la rate de cet animal. 


Les Ficures 8 (pl. II) et 9 (pl. III) montrent les photomicro- 
graphies des autoradiogrammes du poumon et de la rate d’une 
souris vaccinée préalablement et sacrifiée quinze jours aprés 
Vinjection de bacilles virulents radioactifs, c’est-a-dire d’une 
souris traitée dans les mémes conditions que l’animal de la 
figure 7, planche II. 

Ces deux autoradiogrammes sont strictement superposables 
a ceux des figures 5 et 6, planche II, c’est-a-dire A ceux des 
témoins, montrant par la une différence de réponse assez consi- 
dérable comparée a l’autoradiogramme de la figure 7. 


PHOTOMICROGRAPHIES DES COUPES HISTOLOGIQUES DE POUMONS ET DE 
RATES DE SOURIS VACCINEES ET TEMOINS SACRIFIEES QUARANTE-HUIT 
HEURES ET QUINZE JOURS APRES UNE INJECTION INTRAVEINEUSE DE 
BACILLES TUBERCULEUX MARQUES. 


Ficure 1 (pl. IV.) — Le poumon des souris non vaccinées qua- 
rante-huit heures aprés Vinfection bacillaire est généralement 
congestionné avec de rares bacilles colorables par le Ziehl. Cepen- 
dant on trouve a l’examen attentif et au microscope a contraste 
de phase quelques bacilles ne prenant pas le Ziehl mais colorables 


par le bleu de méthyléne et quelques granulations bacillaires pre- 
nant le Ziehl. 
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Ficure 2 (pl. IV). — La rate des souris non vaccinées qua- 
rante-huit heures aprés infection bacillaire présente quelques 
rares bacilles colorables disséminés en dehors des centres lym- 
phoblastiques. 


Ficure 3 (pl. IV). — Le poumon des souris vaccinées quarante- 
huit heures aprés l’infection bacillaire présente déja de petites 
formations nodulaires de trés faible taille sans bacilles colorables 
par le Ziehl. On voit quelques rares bacilles extranodulaires et 
dans la paroi alvéolaire. 


Figure 4 (pl. IV). — La rate des souris vaccinées quarante-huit 
heures aprés ]’infection bacillaire montre quelques rares bacilles 
colorables au Ziehl, disséminés en dehors des centres lympho- 
blastiques et quelques rares bacilles phagocytés. 


Figure 5 (pl. IV). — Les poumons des animaux non vaccinés 
présentent, quinze jours aprés l’infection bacillaire, de nombreux 
foyers de fibrose avec des réactions locales séro-caséeuses dans 
les alvéoles environnants et de nombreux nodules confluents 
contenant de nombreux bacilles en amas intra et extranodulaires 
en vole de multiplication active. 


Ficure 6 (pl. IV). — Les rates des animaux témoins, quinze 
jours aprés l’infection bacillaire, présentent toutes de nombreux 
nodules tuberculeux confluents farcis de nombreux bacilles intra- 
nodulaires. Présence de mégacaryocytes. 


Discussion. 


Les résultats obtenus par la méthode autoradiographique concer- 
nant le comportement des bacilles virulents dans les poumons et 
les rates de souris vaccinées au BCG sont notablement différents 
de ceux donnés par Ja coloration de Ziehl. En effet, les bacilles 
qui restent colorables vingt-quatre heures aprés l’injection perdent 
cette caractéristique quarante-huit heures aprés leur pénétration 
dans les poumons et la rate, aussi bien chez les animaux témoins 
que chez les vaccinés. Un examen attentif au fort grossissement 
permet de découvrir quelques rares bacilles isolés et quelques 
paquets bacillaires 4 l’intérieur de petites lésions nodulaires qui 
commencent 4 se former dans les poumons infectés (congestion 
importante, desquamation alvéolaire, macrophagie alvéolaire). 
Certains bacilles accusent une teinte bleutée au Ziehl, c’est-a-dire 
ont tendance a se colorer par le bleu de méthyléne. En observant 
de telles lésions au microscope a contraste de phase, on peut occa- 
sionnellement y découvrir des formes bacillaires qui sont restées 
sans coloration ou qui prennent parfois une légére teinte bleue [20]. 
Mais la découverte et le dénombrement de telles formations sont 
tres difficiles et ne peuvent étre faits systématiquement. La pré- 
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sence de bacilles colorables aprés vingt-quatre heures et quarante- 
huit heures au niveau de la rate est tout & fait comparable a celle 
décrite pour les poumons. Chez les animaux vaccinés ou non, 
sacrifiés vingt-quatre heures aprés |’injection de bacilles virulents, 
la rate contient un assez grand nombre de bacilles prenant le Ziehl 
distribués uniformément en dehors des centres lymphoblastiques. 
Quarante-huit heures aprés linfection le nombre de _ bacilles 
colorés devient trés faible et pratiquement négligeable pour cer- 
tains animaux. Tous les bacilles restent apparemment dans les 
sinus, laissant les centres lymphoblastiques libres. La disparition 
morphologique de la plupart des bacilles quarante-huit heures 
aprés leur introduction dans les poumons et la rate de la souris 
peut étre interprétée de maniére différente suivant qu’on la rat- 
tache a tel ou tel fait expérimental physiopathologique. L’examen 
autoradiographique, au contraire, donne une réponse assez claire 
et simple A ce phénoméne. Les bacilles dans les poumons et la 
rate de souris vaccinées et d’animaux témoins restent bien en 
place dans les tissus; ils sont vivants puisque les autoradio- 
graphies d’animaux sacrifiés aprés huit et quinze jours montrent 
des divisions de ces bacilles. La majorité des bacilles subissent 
donc une modification qui leur a fait perdre la capacité de fixer 
Ja fuchsine de Ziehl. 


‘Les centres d’émissions de trajectoires fp des bacilles sont isolés 
ou en paquets plus ou moins importants dans les poumons des 
animaux sacrifiés vingt-quatre heures aprés l’injection de bacilles 
virulents marqués. Ils sont nombreux et distribués uniformément. 
En comparant leur nombre avec le nombre de bacilles colorés, on 
s’apercoit qu’une partie des bacilles a déja da perdre la capacité 
d’étre colorés. Quarante-huit heures aprés l’injection, les images 
obtenues chez tous les animaux vaccinés et témoins sont les 
mémes. La majorité des centres d’émissions, extrémement nom- 
breux, sont groupés dans les petites lésions nodulaires qui com- 
mencent a se former. Un certain nombre de bacilles reste dissé- 
miné dans le parenchyme pulmonaire. Les bacilles dans la rate 
sont trés nombreux; ils sont distribués uniformément dans les 
sinus et ne pénétrent que trés rarement dans les centres lympho- 
blastiques. L’aspect anatomo-pathologique des poumons et de la 
rate quinze jours aprés linjection de bacilles virulents évolue 
considérablement. Les animaux témoins présentent un nombre 
impressionnant de lésions nodulaires de taille et d’aspect trés 
variables. Trés souvent ces nodules sont confluents et constituent 
des formations volumineuses. Les espaces périvasculaires sont 
infiltrés, constituant des gaines épaisses avec proliférations fibro- 
blastiques et épithélioides. Certains animaux présentent de 
larges plages de nécrose séro-caséeuse. Toutes ces lésions 
contiennent un nombre important de bacilles colorables en voie 
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de multiplication active. La rate de ces animaux est transformée 
en un réseau d’innombrables nodules confluents. Les bacilles 
colorables inondent la rate, mais restent groupés a l’intérieur des 
nodules. Dans l’ensemble, les images anatomopathologiques sont 
superposables d’un animal a lautre. Chez les animaux vaccinés, 
limage histologique ne semble pas aussi uniforme. Certains ani- 
maux présentent des lésions trés importantes et en tous points 
semblables 4 celles des témoins. Chez d’autres, au contraire, les 
lésions nodulaires restent trés discrétes, tant au point de vue du 
nombre qu’au point de vue de la taille des tubercules. L’infiltra- 
tion périvasculaire est toujours présente. La rate et les poumons 
sont semblables quant aux réactions en question. Ces différences 
de réactions peuvent déja étre constalées chez les animaux ayant 
été sacrifiés huit jours aprés infection expérimentale aigué. Les 
animaux vaccinés quinze jours aprés l’injection de bacilles viru- 
lents n’ont qu’une tres faible quantité de bacilles. Beaucoup de 
lésions nodulaires ne semblent pas en contenir. Ceci est vrai pour 
les poumons comme pour la rate. ‘L’image autoradiographique, 
qui concorde avec le tableau anatomopathologique, présente une 
différence notable dans sa réponse a l’injection virulente et nous 
permet de comprendre pourquoi tel animal montre de grosses 
lésions et tel autre pas. Les animaux ayant de grosses modifica- 
tions analomopathologiques dans les poumons et la rate pré- 
sentent en effet une image autoradiographique tout 4 fait super- 
posable 4 celle des témoins non vaccinés. Les bacilles sont pré- 
sents en trés grand nombre 4a lintérieur des lésions ; ils se sont 
multipliés abondamment. En revanche, les animaux ayant des 
lésions trés discrétes donnent a |’examen autoradiographique un 
résultat négatif, c’est-a-dire une absence de trajectoires des bacilles 
injectés quinze jours auparavant. On peut parfois déceler au 
niveau des infiltrations périvasculaires la présence de quelques 
rares bacilles qui, étant donné leur faible radioactivité, ont dt 
subir soit une destruction partielle, soit des divisions amenant 
une dilution isotopique du carbone bacillaire marqué. 


RESUME ET CONCLUSIONS. 


Nous avons mis au point une technique autoradiographique et 
avons combinée A la technique classique de coloration des 
bacilles dans les tissus de souris vaccinées par le BCG et infectées 
ear oa par des bacilles tuberculeux virulents marqués 

u “C. Nous pouvons ainsi : 

Différencier les bacilles tuberculeux des bacilles BCG dans 
les organes des souris. 

a Suivre l’évolution des bacilles tuberculeux vivants marqués 
chez les animaux vaccinés et témoins. 
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3° Apprécier, grace & la composition et a la répartition des 
trajectoires bacillaires, la présence des bacilles vivants sous leurs 
différents aspects : en amas, isolés, en voie de multiplication et, 
dans certains cas, les produits de destruction bacillaire. 


Au moyen des trajectoires du “C nous avons constaté que qua- 
rante-huit heures aprés l’infection bacillaire virulente, les bacilles 
tuberculeux, bien que non colorables pour Ja plupart par le Ziehl 
dans le poumon et la rate des souris, étaient présents dans ces 
organes et allaient se multiplier beaucoup plus rapidement et en 
plus grand nombre chez les souris non protégées par le 
vaccin BCG. 

Néanmoins, nous avons constaté que les souris vaccinées pré- 
sentaient des différences considérables dans le degré de lésions 
histopathologiques, certaines images autohistoradiographiques et 
histologiques étant comparables celles des souris non protégées. 


SUMMARY 


STUDIES, BY MEANS OF AUTORADIOGRAPHY, 
ON MICE IMMUNIZATION BY BCG vaAccINE. 


An autoradiographic technique has been described in associa- 
tion with the classical Ziehl staining method in mice vaccinated 
with BCG vaccine and secondarily infected with virulent “C 
labelled tubercle bacilli. 

Labelled virulent tubercle bacilli and BCG have been differen- 
tiated with this technique in mice spleen and lungs, living BCG 
have been estimated in vaccinated and non vaccinated animals. 
It has been possible to differientiate by the size and the distribution 
of the nuclear tracks the multiplication and the destruction of the 
bacilli in mice tissues. 

Fourty-eight hours after the virulent infection with labelled 
tubercle bacillli, most of the bacilli which were not stained by the 
Ziehl method, showed a great number of nuclear tracks and active 
and large scale multiplication in the non vaccinated animals. 
Nevertheless, we have found that vaccinated mice showed a great 
difference in the frequency and the degree of histopathologic 
lesions, some histological and autohistoradiographic slides being 
similar to those of the non vaccinated mice. ; 
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LES FLAVOBACTERIUM 
DANS LES MENINGITES EPIDEMIQUES 
DES NOUVEAU-NES 


par R. BUTTIAUX et J. VANDEPITTE (*). 


(Institut Pasteur de Lille 
et Laboratoire de Luiuabourg {Kasai]) 


Dans une revue générale sur les Chromobactereae, Brisou {4] 
cite une observation de Sherwood et coll., en 1933, rapportant 
Visolement d’un Flavobacterium (orchitidis ?) d’un liquide céphalo- 
rachidien de méningite aigué. Elle a di échapper 4 de nombreux 
bactériologistes, car le rdle des Flavobacterium a été peu suspecté 
dans cette maladie; on pouvait, semble-t-il, les y considérer 
comme des facteurs étiologiques exceptionnels. Des travaux parus 
presque au méme moment incitent a réviser cette opinion : chez 
les nourrissons, des bactéries 4 Gram négatif que l’on semble 
autorisé a4 dénommer Flavobacterium produisent des méningites 
aigués, purulentes, affectant souvent un caractére épidémique. 
En juin 1958 [2], nous signalions ce fait chez 4 enfants de la 
maternité de Luluabourg (Congo Belge) et nous avons observé un 
cas sporadique identique a Léopoldville en avril 1959. En juillet 
1958, Brody, Moore et King [8] publiaient des faits semblables ; 
ils concernent deux épidémies chez 17 prématurés et 2 enfants 
nés a terme ; elles sont survenues dans deux hépitaux de la Caro- 
line du Sud et de la Virginie. Nous avions dénommé Flavobac- 
terium le germe trouvé au Congo Belge ; King [4], en 1959, juge 
que ses caractéres biochimiques et sérologiques sont suffisants 
pour proposer une appellation d’espéce, Flavobacterium meningo- 
septicum. 

Grace a l’amabilité de Miss King, nous avons pu comparer les 
souches de ces deux origines et les trouver rigoureusement iden- 
tiques. Cette diffusion mondiale de la bactérie et son réle indubi- 
table dans les méningites néonatales lui donnent une importance 
gui ne doit plus échapper aux microbiologistes. Nous décrivons 
donc son aspect et ses propriétés. Sa recherche systématique per- 
mettra d’estimer sa diffusion et sa fréquence. 


(*) Société Francaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959. 
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MoRPHOLOGIE. 


Dans les méningites en question, le liquide céphalo-rachidien 
est louche ou purulent, riche en polynucléaires. Le Flavobacterium 
y est trés abondant, extra ou intracellulaire. Il se présente sous 
la forme d’un petit bacille, fin, 4 Gram négatif, ayant assez sou- 
vent l’aspect d’un Hemophilus. En culture, sa morphologie peut 
étre analogue, mais on rencontre plus fréquemment des formes 
plus longues ou méme filamenteuses. Il est immobile et dépourvu 
de cils. Cette immobilité est un caractére important pour la classi- 
fication du germe. Elle est constante et permanente ; elle n’est pas 
modifiée par de multiples passages sur gélose molle, ou dans les 
cultures jeunes ou Agées, ou dans celles qui ont été conservées 
pendant plus de deux ans. 

Il n’existe pas de cellules sporulées. Nous n’avons pas observé 
de capsules dans les souches du Congo Belge, mais King signale 
qu’elles peuvent apparaitre aprés passage chez la souris. Ce 
phénomeéne doit étre fréquent car ces Flavobacterium possédent 
des antigénes de surface. 


CARACTERES CULTURAUX. 


La bactérie se cultive facilement sur les milieux ordinaires non 
enrichis, aussi bien 4 20-22° qu’a 37° ; au-dessus de 40° le déve- 
loppement est ralenti ou inhibé. Aprés vingt-quatre heures aux 
températures convenables, les colonies ont un diamétre de 
1 a 2 mm; elles sont incolores et translucides. Aprés quarante- 
huit heures, elles se pigmentent en jaune pale, mais la pigmen- 
tation apparait mieux a 20-22° qu’a 387°. Celle-ci devient plus 
prononcée sur les cultures de 4 4 5 jours, sans élre jamais trés 
importante. Le pigment, insoluble dans l’eau, ne diffuse pas dans 
le milieu. 

Le germe est aérobie strict. King dit qu’il ne se développe pas 
sur la gélose S.S., a Popposé de nombreux Enterobacteriaceae. 


CARACTERES BIOCHIMIQUES. 


HypRATES DE CARBONE. — Sur le milieu de Hugh et Leifson [5], 
glucosé, un phénoméne assez curieux retient l’attention. Le germe 
se comporte d’abord comme un oxydant, puis attaque discréte- 
ment le glucose aprés quatre ou cing jours sur le milieu recou- 
vert d’huile de paraffine ; le virage du bleu de bromothymol est 
lent et léger. On peut admettre, aprés des expériences répétées, 
qu’un pouvoir fermentaire trés peu développé existe, Nous avons 
remarqué des faits identiques chez certains Xanthomonas. 
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En milieux liquides, les produits suivants sont attaques, tou- 
jours lentement et sans production de gaz : glucose (quatre 4 qua- 
torze jours), lactose (quatorze a vingt-cinq jours), mannitol (vingt- 
huit jours). King signale, dans les mémes conditions, la trans- 
formation des lévulose, maltose, mannose et tréhalose. Le germe 
est sans action A 20-22° et a 37° sur le saccharose, le dulcitol, 
l’adonitol, la salicine, l’arabinose, le xylose, le rhamnose, le galac- 
tose et le raffinose. Sur la gélose lactosée 4 10 p. 100 recom- 
mandée par l’un de nous {6], certaines souches oxydent ou fer- 
mentent le lactose en quatorze 4 trente jours. 


Tests IM VIC. — Caractére important pour le diagnostic 
présomptif, les Flavobacterium des méningites produisent un peu 
d’indole. Pour le déceler constamment, il est nécessaire d’employer 
la technique recommandée par King [4] : le germe est inoculé dans 
une eau peptonée (Tryptone Difco, de préférence) ; aprés qua- 
rante-huit heures 4 30°, on ajoute 4 3 ml du milieu, un peu de 
xylene; on agite et on recouvre ce dernier avec du réactif 
d’Ehrlich. Sur milieu de Clark et Lubs, le test au rouge de méthyle 
est négatif; il n’y a pas production d’acétoine. Sur milieu de 
Simmons, le citrate est utilisé lentement (trois & trente jours), ou 
ne lest pas. 


AuTRES PROPRIETES. — Pas de production de SH, sur milieu 
de Kligler ; on en note des traces sur les papiers ou les géloses 
a Vacétate de plomb (dix a quinze jours dans ce dernier cas). 
La gélatine est toujours liquéfiée (un a dix jours). Les nitrates ne 
sont pas réduits en nitrites. 

Sur le milieu de Christensen, aucune des souches isolées en 
Amérique ou au Congo de liquides céptalo-rachidiens n’hydrolyse 
Yurée ; cependant, une souche provenant d’une gorge d’adulte 
(King) alcalinisait le milieu en trois jours, lors de son examen 
dans notre laboratoire. 

‘Les Flavobacterium en cause possédent une catalase. Par la 
méthode de Gordon et Mc ‘Leod [7], et mieux encore par celle de 
Kovacs [8], on met en évidence une oxydase chez toutes les souches 
étudiées ; ce caractére important est utile pour la classification. 


CARACTERES SEROLOGIOUES. 


Apres des travaux encore incomplets, King [4] décrit trois types 
sérologiques A, B et C. Ils sont identifiés par le procédé des 
agglutinations sur lames, Ces premiers essais devront étre repris 
de fagon plus détaillée ; nos recherches montrent, en effet, qu'il 
existe chez presque toutes les souches examinées, deux variétés 
d’antigénes : O somatiques thermostables, et K, de surface. 
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thermolabiles. De nombreuses communautés antigéniques existent, 
par ailleurs, avec d’autres genres ou groupes de bactéries. 

Dés [ieolement des ena barium de Luluabourg, nous avons 
préparé des anti-sérums par injection intraveineuse de germes 
vivants au lapin. Toutes les souches isolées étaient agglutinées 
(vivantes et chauffées) au méme taux par l’un quelconque d’entre 
eux. La saturation des agglutinines prouvait la rigoureuse identité 
de leurs antigénes. Pour le moment, nous admettrons que cette 
épreuve, seule, a une utilité en épidémiologie. Les constatations 
faites sur lames sont insuffisantes. Des contréles ultérieurs ont 
montré que les germes trouvés 4 Luluabourg appartenaient au 
type C de King et celui de Léopoldville au type B. 


PouvoIR PATHOGENE. 


Chez le nourrisson, les Flavobacterium ont été trouvés par 
Brody et coll. [8] dans le liquide céphalo-rachidien et parfois 
aussi dans le sang des malades. Les hémocultures n’ont pas été 
pratiquées chez les nétres. Dans les 19 observations américaines, 
on note 15 décés ; 3 hydrocéphalies sont survenues chez les 4 sur- 
vivants. Trois des 4 nourrissons de Luluabourg sont morts malgré 
lantibiothérapie rapidement instituée. La mortalité est donc 
excessivement élevée. 

Les souches du Congo ont été injeclées par voie sous-cutanée, 
intrapéritonéale et intraveineuse aux cobayes, lapins et souris. 
Aucune action pathogéne n’a été décelée. Des résultats sensible- 
ment identiques sont rapportés par King chez le lapin, la souris 
et le hamster. 


SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES. 


Les Flavobacterium des méningites du Congo étaient sensibles 
aux streptomycine, tétracyclines, chloramphénicol, érythromycine 
et sulfamides ; ils étaient résistants a la pénicilline et a la poly- 
myxine. Par contre, ceux isolés aux U.S. A. étaient surtout sen- 
sibles a l’érythromycine ; ils étaient moyennement sensibles (9/23), 
peu sensibles (7/23) ou résistants (7/23) au chloramphénicol ; ils 
résistaient aux tétracyclines, streptomycine, bacitracine et néo- 
mycine. 

Discussion. 


Sans avoir pris connaissance de nos travaux réciproques, King 
et nous-mémes avons finalement dénommé Flavobacterium, les 
bactéries chromogénes 4 Gram négatif isolées dans les méningites 
des nouveau-nés. Cette décision nécessite quelques explications, 
car elle concerne un groupe de bactéries encore mal délimité. Ces 
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. 


bacilles pigmentés en jaune appartiennent a quatre genres ou 
groupes principaux : Xanthomonas, Aeromonas, Flavobacterium 
et Escherichieae. Ceux étudiés ici ne peuvent appartenir a la 
famille des Enterobacteriaceae ; ils s’en différencient par la pos- 
session d’une oxydase qui n’existe jamais chez ces derniéres [9] 
et par leur tres faible pouvoir fermentaire sur les hydrates de 
carbone. Ils ne peuvent pas s’intégrer, non plus, dans les groupes 
encore confus des Aeromonas [10] et des Kluyvera [41], tous 
pourvus d’un systéme ciliaire polaire (il reste impossible, a notre 
avis, d’envisager au point de vue taxonomique, pour le moment, 
existence de formes immobiles chez eux), aérobies-anaérobies 
facultatifs et fermentant activement et rapidement les hydrates 
de carbone. Il reste donc a distinguer les Flavobacterium des 
Xanthomonas. Wecks [42] a étudié cette difficile question ; notre 
expérience nous incite 4 adopter ses conclusions. Les Xantho- 
monas, sans exception connue, sont mobiles grace a leurs cils 
uniquement polaires. Les Flavobacterium sont généralement 
immobiles ; dans quelques cas contraires, ils possédent des cils 
péritriches. Ces caractéres de mobilité et ciliature mis a part, on 
rencontre des Xanthomonas possédant des propriétés biochimiques 
analogues a celles des Flavobacterium des méningites. 

Les faits discutés ici expliquent les raisons de notre identifica- 
tion. Nous devons reconnaitre, pourtant, Vinsuffisance de nos 
connaissances actuelles au sujet des bactéries a Gram _ négatif 
chromogénes ; elles devront étre l’objet d’études nouvelles en 
tirant profit des méthodes physiques et chimiques récentes. L’évo- 
Jution des espéces incite 4 craindre, en effet, que ces organismes 
considérés longtemps comme des saprophytes, jouent en réalité 
un réle non négligeable en pathologie humaine et animale. Dans 
le genre Flavobacterium, provisoirement défini, on remarquera 
que les types des méningites néonatales produisent de lindole, 
caractére exceptionnel pour ces germes et donc utilisable pour 
leur diagnostic préliminaire. 

La brusque découverte de ces bactéries dans une maladie ow 
elles étaient exceptionnelles peut surprendre. On pourrait penser 
a une modification de leur agressivité induite par ]’antibiothérapie. 
Cette explication, valable peut-étre pour les souches américaines 
résistantes aux antibiotiques les plus utilisés, ne l’est pas pour 
celles du Congo, ot cette thérapeutique est d’ailleurs beaucoup 
moins diffusée. Il est possible, simplement, qu’une étude plus 
détaillée des bactéries 4 Gram négatif isolées dans les méningites 
purulentes des nouveau-nés montre qu’il s’agit souvent des Flavo- 
bacterium décrits ici. 

Des recherches épidémiologiques encore incompletes ont permis 
de déceler Flavobacterium meningosepticum dans la gorge d’un 
adulte [3]; l’intervention de porteurs de germes est donc A sus- 
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pecter. Nous l’avons isolé, également, dans les brise-jets des 
robinets d’eau alimentant les cuvettes de la salle d’accouchement 
de la maternité de Luluabourg, ot les sages-femmes indigénes 
ont Vhabitude d’immerger les nouveau-nés des leur naissance. La 
souche rencontrée 4 cet endroit possédait les mémes caractéres 
biochimiques que celles des liquides céphalo-rachidiens, mais 
était antigéniquement différente. Il faut remarquer, cependant, 
que la suppression des brise-jets a arrété définitivement |’ épidémie 
dans |’établissement. 

Il faut signaler, enfin, que Flavobacterium meningosepticum 
n’est pas la seule bactérie A Gram négatif pigmentée en jaune 
associée aux méningites aigués. Le D* Van Ros nous a fait par- 
venir un tel bacille donnant des colonies muqueuses, se différen- 
ciant nettement de ceux signalés ici par ses propriétés bio- 
chimiques et sérologiques. Tl a été isolé d’un liquide céphalo- 
rachidien d’une femme indigéne a Bukavu (One Beal Son 
étude est en cours, mais son identification est impossible jusqu’a 
présent. 


Résums. 


Dans 5 cas de méningite purulente, dont 4 épidémiques, observés 
chez des nouveau-nés, au Congo Belge, et dans 19 cas semblables 
également épidémiques décrits aux U.S.A., il a été isolé un 
Flavobacterium pour lequel King a proposé le nom de Flavo- 
bacterium meningosepticum. Les caractéres morphologiques, bio- 
chimiques et sérologiques du germe sont décrits ; certains sont 
utiles pour un diagnostic préliminaire. On expose les raisons de 
son classement dans le genre Flavobacterium. 

L’espéce en cause est hautement pathogéne pour le nourrisson 
(plus de 78 p. 100 de mortalité). [Les recherches épidémiologiques 
sont encore incomplétes ; on peut signaler, pourtant, l’isolement 
du Fl. i Ne Te dans les brise- -jets des robinets d’eau 
alimentant les cuvettes ot étaient immergés les nouveau-nés 
congolais. 


SUMMARY 


Tue Flavobacterium IN EPIDEMIC MENINGITIS OF NEW-BORN INFANTS. 


In 5 newborn infants with meningitis in Belgian Congo and 
in 19 premature or full term newborn infants in U.S. A., a Flavo- 
bacterium was isolated. King suggests for it the name Flavobac- 
terium meningosepticum. In many instances, it causes hospital 
outbreaks. Morphological, biochemical and serological characte- 
ristics of this bacterium are described ; some are useful for preli- 
minary identification. Reasons for proposing the classification 
of this organism in the genus Flavobacterium are discussed. It 
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is highly pathogenic for newborns (mortality above 78%). The 
epidemiological study of the infection is not complete yet; 
however, it is interesting to state that Fl. meningosepticum has 
been found in some water taps supplying water for the bathing of 
infants immediately after birth in Belgian Congo. 
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ANALYSE SEROLOGIQUE DE L’ANTIGENE SOMATIQUE 
DE MALLEOMYCES PSEUDOMALLEI 


par L, CHAMBON (*). 


(Institut Pasteur de Saigon) 


A la suite des travaux de Stanton et Fletcher (1925) et de Cravitz 
et Miller (1950) une homogénéité antigénique, qui 1l’opposerait 
a M. mallet et & P. aeruginosa, fut attribuée 4 M. pseudomallei. 
‘L’usage de suspensions traitées par des agents physiques ou 
chimiques, de fagon A obtenir une séparation relative des anti- 
génes qui composent le bacille de Whitmore, ne permet plus 
d’adhérer a cette opinion. C’est ainsi qu’Alexander et coll. (1955) 
ont constaté, avec des suspensions chauffées, que deux souches 
de leur collection étaient sérologiquement différentes des autres 
et ont émis Vhypothése de Vhétérogénéité antigénique de l’espéce 
M. pseudomallei. Nous avons procédé a l’analyse sérologique de 
l’antigéne somatique de ce bacille en utilisant des suspensions 
microbiennes et des sérums agglutinants préparés suivant les tech- 
niques que nous avons antérieurement décrites [Chambon et Four- 
mier (1956)]. 


I. — MatERIEL ET TECHNIQUE. 


A. ORIGINE DES soUCHES ETUDIEES. — Notre étude a porté sur 96 souches 
de bacilles de Whitmore dont les provenances sont les suivantes : 


Sud-Vietnam : 68 
Péninsule indochinoise, 75 { Nord-Vietnam : 11 
Cambodge ees jl 


dont 58 d’origine humaine, 7 d’origine tellurique et 9 d’origine animale 
(pore, 2; lapin, 1; cobaye, 6). 

Fédération malaise et Singapour : 11, dont 7 d’origine humaine et 4 
d’origine animale (singe, 1 ; cheval, 2 ; chévre, 1). 

Philippines : 1 souche animale (poney). 

Ile de Guam : 1 souche humaine. 

Australie : 6 souches animales (porc, 3 ; mouton, 2 ; chévre, 1). 

U.S.A. : 1 souche d’origine humaine. 

Antilles néerlandaiess (Aruba) : 1 souche d’origine animale. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 5 novembre 1959, 
Annales de l'Institut Pasteur, 98, n° 3, 1960. Cer 


406 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Toutes ces soucbes, conservées en milieu a l’ceuf a + 4°, ont fait 
l’objet d’un contréle de leurs caractéres bactériologiques et de leur 
pouvoir pathogéne pour le cobaye avant la préparation des antigénes. 


B. PREPARATION DES ANTIGENES. — Nous avons apporté quelques modi- 
fications aux techniques de préparation des suspensions de germes 
traités par 1’HCl normal et A celle de germes chauffés une heure 4 100°. 

La stabilité des germes traités par 1’HCl normal a été améliorée en 
substituant de l’eau salée A 8,5 p. 1000 A l’eau distillée pendant le 
temps d'action de l’acide. 

Les germes destinés a l’obtention des suspensions chauffées 4 100° ont 
été lavés avant le chauffage pour la préparation des sérums agglutinants 
et apres le chauffage pour la préparation des antigénes destinés aux 
réactions d’agglutination ; une partie de l’antigéne somatique passe en 
effet en solution au cours de ce chauffage [Chambon, Staub et Bourdet 
(1956) ]. 

Les cultures ont été faites sur deux milieux différents pour chaque 
souche : gélose nutritive et milieu 4 |’ceuf (blanc d’ceuf au 1/10 : 4 par- 
ties ; jaune d’ceuf au 1/10 : 1 partie ; bouillon nutritif : 5 parties) 
gélosé a 15 p. 1 000. 

Nous avons étudié la stabilité de la souche C141 rough vivante, d’une 
part en fonction des variations de la concentration en CINa & pH 7 
(de 1 4 10 p. 100), et en fonction des variations du pH (de 2 4 12) en 
solution tampon de Theorel et Stenhagen (1939) aprés une incubation 
de une heure 4 37° et aprés une centrifugation de dix minutes a 
1 500 t/m, d’autre part, aprés une heure d’incubation 4 52°, 56° et 100° 
en eau physiologique & 8,5 p. 1000 a pH 7. Cette souche est thermo- 
agglutinable 4 100° et autoagglutinable 4 pH 3-4 tandis que l’effet des 
différentes concentrations en ClNa est peu marqué. Nous avons utilisé 
les deux premiers tests pour apprécier le degré de dissociation S —>R 
de nos souches. Pratiqués avec des germes vivants, ils ont montré que 
11 souches (6A, 12, 19A, 22A, 23B, 29B, 44, 47, 59, 72 et 78A) étaient 
partiellement rough, inais qu’aprés une décantation de dix-huit heures 
a + 4°, les suspensions chauffées 4 100° restaient homogénes 4 pH 3-4 
et étaient utilisables pour des réactions d’agglutination. Par contre, 
pour l’ensemble des souches, la stabilité 4 pH 3-4 des suspensions de 
germes traités par HCl normal s’altérait rapidement au cours de leur 
conservation & + 4°. 


C. PREPARATION DES SERUMS AGGLUTINANTS. — Des lapins neufs pesant 
environ 2 kg ont été soumis 4 un contréle préalable destiné 4 éliminer 
ceux présentant des agglutinines anti-M. pseudomallei dans leur sérum 
sanguin ; dans ce but, des réactions d’agglutination ont été pratiquées 
avec le sérum de chaque lapin et avec les suspensions chauffées A 100° 
des vingt premiéres souches utilisées pour les épreuves préliminaires, 
puis seulement avec les souches 14 et 18. 

Trois injections intraveineuses de 0,5, 1 et 2 ml de suspensions chauf- 
fées une heure a4 100° contenant 1 x 10° bactéries par millilitre, effec- 
tuées A quatre jours d’intervalle, ont généralement donné des sérums 
d’un titre au moins égal 4 1/2 560. Une quatriéme injection de 2 ml a 
été pratiquée dans les cas ot les titrages d’essai donnérent des résultats 
inférieurs 4 ce taux. 


= 
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D. REACTIONS D’AGGLUTINATION ET D’ABSORBTION DES AGGLUTININES. — Les 
agglutinations ont été faites par centrifugation : 0,5 ml de suspensions 
d’une densité microbienne égale 4 500 x 10° bactéries par millilitre était 
inélangé a des quantilés égales de sérums dilués en progression géomé- 
trique de raison 2 A partir du 1/20. Nous avons pris comme point limite 
Ja plus grande dilution des sérums donnant, aprés dix minutes de 
centrifugation 4 1500 t/m, des agglutinats visibles A }’ceil nu sur 
fond noir 

L’absorption des agglutinines a été pratiquée, en présence de mer- 
thiolate et au cours d’un séjour de deux heures A 37° et d’une nuit 
& + 4°, suivant deux techniques : saturation des sérums par des suspen- 
sions microbiennes trés denses ; technique quantitative ot la densité 
des suspensions utilisées était déterminée par lecture électrophoto- 
métrique comparativement A une suspension de la souche € 141 conte- 
nant un nombre connu de bactéries. 


Il. — EpREUVES PRELIMINAIRES. 


Vingt souches de bacilles de Whitmore d’origines géogra- 
phiques différentes ont fait objet de réactions d’agglutination et 
de saturation qualitative croisées mettant en ceuvre des suspen- 
sions de germes chauffés une heure a 100° et les sérums aggluti- 
nants correspondants. Ainsi se trouvait éliminée toute intervention 
des antigénes M et H sans que fat établie une distinction entre 
les antigénes K et O. Les résultats de ces épreuves ont révélé le 
comportement particulier de deux souches, la souche 14 et la 
souche 18, par comparaison a celui de la souche type C 141. 

Nous avons pratiqué des réactions d’agglutination et de satu- 
ration quantitatives croisées avec les souches 14, 18 et C 141 et 
les sérums correspondants afin de préciser les caractéres anti- 
géniques de ces trois souches. Les résultats obtenus sont indiqués 
sur les tableaux I et II. 


1° Comparatson DEs soucues 14 er 18 (tableau I). — Le sérum 
anti-14 agglutine la souche 18 & un taux inférieur a son titre ; 
sa saturation par 5 x 10° germes 14 élimine & la fois les agglu- 
tinines anti-14 et anli-18, tandis que la saturation des agglutinines 
anti-18 par la quantité minima absorbante de germes 18 (5 x 10°) 
et par une quantité plus importante (200 x 10°) modifie peu son 
titre. Il semble ainsi qu’il existe une communauté antigénique 
entre une fraction de l’antigéne somatique de la souche 14 et 
lantigéne somatique de la souche 18. La souche 14 n’est cepen- 
dant pas agglutinée par le sérum anti-18. Si l’on désigne par 
A +B lantigéne somatique de la souche 14 et par B l’antigéne 
somatique de la souche 18 et si l’on se rapporte aux conclusions 
de Miles (1939) sur l’effet déterminant de la répartition quantita- 
tive et spatiale des antigénes dans les réactions d’agglutination, 
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les résultats précédents peuvent étre interprétés de la fagon sui- 
vante : la petite quantité d’antigene B de la souche 14 rend possible 
Vapparition d’un faible taux d’agglutinines anti-B dans le sérum 
homologue, mais le rapport antigénique B/A de cette souche est 
inférieur a la valeur requise pour que puisse se manifester une 
agglutination par les agglutinines anti-B. 


Tasteau I. — Comparaison des souches 14 et 18. 


1 ML DE SERIMS AU 1/10 


non saturé Kelalaleiaiolatewieleleicieiereieisioies crete 


5 x 109 germes 14 eeeeeoves 0) 
saturé par [5 x 10? germes 18 .eseesees 1.280 
200 x 10? germes 1B .eeeeee 1.280 0 


non saturé RGDDOCHROO DIC OOUDDOOOD COU00 


200 x 10? germes 14 .eseeee ) 1.280 


mti-18 saturé par 


5 x 109 gemes 18 eeecece 0 ie) 


O = négatif au 1/40. 


Le fait que le sérum anti-14 n’agglutine la souche 18 qu’a un 
taux faible (1/320) fait penser qu’une fraction seulement de l’anti- 
géne B est commune aux souches 14 et 18; cette fraction, que 
nous désignons par b, se comporte comme un antigéne mineur. 
Les formules antigéniques des souches 14 et 18 peuvent donc 
s’écrire ainsi : 

Souche 14: A + b 
Souche 18: B + b 


2° CoMPARAISON DE LA soucHE C141 aux soucues 14 ET 
18 (tableau IT). — Les sérums anti-14 et anti-18 agglutinent la 
souche C 141 a des taux égaux a leurs titres et les souches 14 
et 18 sont elles-mémes agglutinées par le sérum anti-C 141 a des 
taux sensiblement égaux au titre de ce sérum. Les agglutinines 
anti-14 et anti-18 du sérum anti-C 141 peuvent étre saturées sépa- 
rément par les quantités minima absorbantes de germes 14 et 
de germes 18 et simultanément par l’action concomitante de ces 
mémes quantités ; dans ce dernier cas, la saturation des agglu- 
linines du sérum anti-C 141 est totale, ce qui démontre que l’anti- 
gene somatique de la souche C 141 se compose de deux fractions 
dont Vune, A, est Vantigéne somatique prépondérant de la 
souche 14 et l’autre, B + b, l’antigéne somatique de la souche 18. 
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Il est possible de saturer le sérum anti-18 par 8 x 10° germes C 141; 
mais, alors que 16 x 10° germes C 141 suffisent a saturer les agglu- 
tinines anti-l8 et anti-C 141 du sérum anti-l14, 200 x 10° germes 
de cette souche ne saturent complétement ni le sérum anti-14, ni 
ce sérum préalablement saturé par la souche 18. Nous sommes 
ainsi amené 4 considérer que la fraction A de I’ antigéne somatique 
de la souche 14 est formée d’un antigéne majeur A et d’un antigene 
mineur a, tandis que l’antigéne somalique de la souche C 14l est 
dépourvu d’antigéne mineur a. 


Tasteau If. — Comparaison de la souche G 141i avec les souches 
18 et 14. 


1 ML DE SERUMS AU 1/10 


MON) SatUrd! | “eccciesoosic cc vicleeee 
4 x 10° gezmes 14 (1) 

saturé par |12 x 10? germes 18 (2) 

F402) ara siee esse 


non Saturé eoeesecerecaseeooes 


saturé par 8 x 10? germes C14] . 


nok saturé Cecccescecesocscose 
16 x 10? gormes C141 


200 x 10? germes C14) 


saturé par 


COOSA TH SOOT HEHEHH AS SEHO SESE HE SEEN 


saturé par 200 x 10? germes C141 


anti-1Z 
sature-18 


En définitive, nous obtenons pour les trois souches que nous 
venons d’étudier les formules antigéniques suivantes : 


Souche 14 a AN ck @ als Ib 
Souche 18 2 1B sb 
Souche Cale) Be b 


Avant d’utiliser ces résultats pour l’étude des autres souches 
de bacille de Whitmore, il reste a déterminer la part qui revient, 
dans ces réactions, aux antigénes K et O tels que nous les avons 
définis par leur sensibilité différente a l’action de l’HCl normal. 
Les sérums de lapins neufs contiennent trés souvent des aggluti- 
nines non spécifiques pour les suspensions de germes traités par 
VHC] normal dont la stabilité est précaire, de sorte que |’étude 
des antigénes O et K doit étre faite avec des sérums anti-O 
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(sérums préparés avec des germes traités par l’HCl normal), des 
sérums anti-K (sérums préparés avec des germes chauffés une 
heure & 100° puis saturés par des germes traités par |’HCl normal) 
et des suspensions OK (germes chauffés une heure a 100°). 

Nous avons procédé a l’analyse antigénique de la souche C 141 
en agglutinant une suspension chauffée par des sérums anti-O, 
anti-K et anti-OK obtenus avec les souches 14 et 18. La compa- 
raison des résultats donnés dans le tableau III nous améne a 
conclure que les antigénes O et K de la souche 14 et de la 
souche 18 se comportent séparément de la méme fagon que le 
complexe somatique OK. Que les antigénes somatiques des 
souches 14 ei 18 soient formés de deux fractions différentes O 
et K unies dans un rapport constant ou d’un seul antigéne porteur 
d’un double spécificité, on peut ne pas tenir compte de l’effet de 
Vhydrolyse acide dans l’établissement d’une classification séro- 
logique du complexe somatique de M. pseudomallet. 


TasLeau III]. — Comparaison des antigénes O et K des souches 14 et 18. 


(OK) 18 


(ox) 14 ser 2560 


III. — AppiicaTIon A L’ETUDE DE 94 souCHES 
DE BACILLE DE WHITMORE. 


A. Accrutination. — Des suspensions chauffées pendant une 
heure 4 100° préparées avec les 94 souches de bacille de Whitmore 
de notre collection ont été agglutinées par un sérum anti-a (sérum 
anti-14 saturé par la souche C 141) d’un titre égal a 1/160, par 
un sérum anti-A (sérum anti-C 141 saturé par la souche 18) et 
par un sérum anti-B (sérum anti-18 saturé par la souche 14) dont 
les titres étaient égaux a 1/2 560. Il n’est pas possible de préparer 
un sérum anti-b, les souches 14, 18 et C 141 possédant toutes 
Vantigeéne mineur b. Il n’est pas possible non plus de vérifier 
la saturation du sérum anti-18 par la souche 14, cette souche 
étant b-inagelutinable. 


a a 
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Les taux d’agglutination obtenus avec ces sérums donnent une 
premiére indication sur l’existence des antigénes a, A et B. 

Aucune souche n’est agglutinée par le sérum anti-a ; Vantigéne 
mineur a est donc particulier a la souche 14. 

Les résultats inscrits sur le tableau IV indiquent qu’une seule 
souche n’est pas agglutinée par le sérum anti-A et est agglutinée 
par le sérum anti-B a son titre; il s’agit de la souche 76. Cette 
souche sature un sérum anti-l18 ; un sérum anti-76 n’agelutinine 
pas la souche 14 et est saturé par la souche 18. La souche 76 
est donc identique a la souche 18 et uniquement constituée d’anti- 
gene B + b. 


Tasteau IV. — Taux d’agglutination de 94 souches de bacille de 
Whitmore par les sérums anti-A et anti-B (T = 2560). 


NOMBRE DE SOUCHES EY FONCTICN 
DES TAUX D?AGGLUTINATION PAR 
LE SERUM ANTI-B 


TAUX D? AGGLUTINATION 
PAR LE SERIM ANTI-A 


(1) O = négatif au 1/40. — (2) Non compris les souches 14 et 18. 


Les 93 autres souches sont toutes agglutinées au titre du sérum 
anti-A et 4 des taux variables par le sérum anti-B. I] est néces- 
saire d’étudier leur comportement au point de vue de leur pouvoir 
antigéne et de leur pouvoir fixateur des agglulinines. 


B. Povuyvoirs ANTIGENE ET FIXATEUR DES AGGLUTININES. — Des 
sérums agglutinants ont été préparés avec les souches suivantes 
appartenant aux trois catégories du tableau IV que déterminent 
les taux d’agglutination par le sérum anti-B : 

a) Souche C 141, agglutinée au tilre des sérums anti-A et 
anti-B ; 

b) Souche 21, agglutinée au titre du sérum anti-A et au 1/40 
par le sérum anti-B ; 

c) Trente-trois souches agglutinées au titre du sérum anti-A et 
non agglutinées par le sérum anti-B, parmi lesquelles figure la 
souche 53. 

La recherche des agglutinines anti-Aa et anti-Bb dans ces sérums 
est effectuée par agglutination de la souche 14, qui est b-inagglu- 
tinable, et de la souche 18. Tous agglutinent ces deux souches 
a des taux égaux a leurs titres. 


412 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


Si lon prend comme souches types de chacune des trois caté- 
gories les souches C 141, 21 et 53, on voit, par comparaison des 
résullats du tableau II et du tableau V, que les sérums anti-21 
et anti-53 se comportent de la méme facon que le sérum anti-C 141 
apres saturation par les souches 14 et 18 et que les souches 21 
et 53 ne saturent pas les agglutinines a du sérum anti-Aa alors 
qu’elles saturent enti¢érement les agglutinines anti-Bb du sérum 
anti-18. 

Il en résulte que les souches 21 et 53 sont constituées par les 
antigénes A + B + b comme la souche C 141. Nous avons vérifié 
cette similitude antigénique par des réactions de saturation 
croisées, 


Tasteau V. — Pouvoirs antigénes et fixateur des agglutinines des 
souches 21 et 53. 


1 DE SERUMS AU 1/10 
= ‘e | Saat Sel eae ad 
2.560 


non Baturd Soeceeeressccsceseese 
20 x 10? germes 14 (1) £40 
saturé per (32 x 10? germes 18 (2) 2.560 
(1) + (2) eeceeoee® 0 


fe] 

non saturé eoeeosesseseseeeseere 2-569 2.560 
12 x 10? gezass 14 (3) fe) 0 

saturé par | 20 x 10? geraes 18 (4) 2.560| 1.280 
(3) Rasi(Z) Btossctelne's ) 0 


eS Peseeteecseeeeseeee 2.560 2.560 
, i x 10? germes ZH. 0 160 
sature par 
200 x 10? germes 53 0 160 
0 


non saturé COC CoCo HEE HEE OOEEe 


Ratareeoes I x 10? gernes 21 .. 


& x 10? gormes 53 ee 


O = négatif au 1/40. 


Si l’on admet que les 93 souches agglutinées au titre du sérum 
anti-A se comportent dans chaque catégorie comme les sou- 
ches C 141, 21 et 53 que nous avons prises comme souches types, 
ces résultats montrent que leurs pouvoirs antigéne et fixateur des 
agglutinines sont du méme ordre de grandeur et, en ce qui 
concerne l’antigéne B, indépendants de leurs taux d’agelutination 
par le sérum anti-B. ca 
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IV. — Discussion. 


Au début de cette étude nous avons interprété absence d’agglu- 
tination de la souche 14 de formule A + a+ b par le sérum 
anti-Bb comme étant la conséquence de la présence d’une trop 
petite quantité d’antigene b par rapport a celle des anti- 
génes A + a. Mais il ne semble pas que, pour les souches de 
formule A + B + b, ce soit la quantité d’antigéne B considérée 
en valeur absolue qui soit en cause dans le fait qu’elles ne sont 
pas agglutinées ou qu’elles sont agglutinées 4 des taux variables 
par le sérum anti-B ; elles possédent en effet des pouvoirs anti- 
géne et saturant comparables pour cet antigéne et les agglutinines 
correspondantes. Il est probable que, lantigéne B ayant fixé les 
anticorps homologues, la deuxiéme phase de la réaction d’agglu- 
tination se manifeste d’une facon variable en raison soit d’une 
situation particuliére de lantigéne B par rapport a l’antigéne A 
a la surface des bactéries, soit de caractéres propres aux anti- 
génes A et B et de |’intervention d’un facteur que les réactions 
sérologiques n’ont pas mis en évidence. 

Le taux d’agglutination par le sérum anti-B peut ne pas étre 
constant pour une méme souche ; 1] peut varier notamment avec 
le miheu de culture utilisé pour la préparation des suspensions 
microbiennes, le milieu 4 l’ceuf donnant les taux d’agglutination 
les plus élevés. Pour la souche C 141 cependant, ce taux est 
remarquablement fixe. 

L’agglutination des souches de formule A + B+ b par le 
sérum anti-A est souvent marquée par un phénoméne de zone qui 
intéresse les dilutions au 1/40 et quelquefois au 1/80 quand ces 
souches sont agglutinées par le sérum anti-B a son titre. Leur 
agglutination par le sérum anti-B donne des agglutinats fins et 
partiellement dissociables. 

Notons enfin que nous n’avons constaté aucune différence dans 
les caractéres morphologiques, culturaux et biochimiques des 
souches C 141, 14 et 18. Ces trois souches sont pathogénes pour 
le cobaye et la souris. 


V. — Concuusions. 


Deux antigénes majeurs A et B et deux antigénes mineurs a 
et b caractérisent la constitution antigénique de M. pseudomallei. 

Si l’on ne tient compte que des antigénes majeurs A et B, les 
96 souches de bacille de Whitmore que nous avons étudiées se 
classent en trois groupes : 

Groupe I_ : présence de |’antigéne A (souche 14). 

Groupe II : présence de l’antigéne B (souches 18 et 76). 

Groupe III : présence des antigénes A et B (93 souches). 
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Seule une analyse chimique permettrait de déterminer les quan- 
tités d’antigénes A et B qui entrent dans la constitution de |’anti- 
géne somatique des souches du groupe III ; mais le comportement 
sérologique de ces souches montre que leur pouvoir fixateur des 
agglutinines anti-B est du méme ordre de grandeur, alors que 
leur agglutinabilité par Je sérum anti-B est variable. . 

Les antigenes mineurs a et b font preuve d’un faible pouvoir 
antigénique. Leur présence permet de compléter la formule anti- 
génique des souches appartenant aux trois groupes de la fagon 
suivante : 


GroupeI :A+a 
Groupe II : B + b. 
Groupe II: A+ B+ b. 


Pour appliquer ces résultats a l’analyse antigénique d’une souche 
de bacille de Whitmore, on peut procéder ainsi : 


+ b. 


1° RECHERCHE DES ANTIGENES MAJEURS. — On peut conclure a la 
présence de l’antigéne A et de l’antigéne B si une suspension de 
la souche a analyser chauffée une heure a 100° est agglutinée au 
titre d’un sérum anti-A (sérum anti-C 141 saturé par la souche 18) 
et au titre d’un sérum anti-B (sérum anti-l8 saturé par la 
souche 14); mais lorsque l’agglutination par le sérum anti-B est 
négalive ou partielle, on ne peut conclure a l’inexistence de |’anti- 
gene B qu’en Vabsence d’un pouvoir fixateur des agglutinines 
d’un sérum anti-B. 


2° RECHERCHE DES ANTIGENES MINEURS. — La présence de l’anti- 
géne a peut étre décelée par agglutination avec un sérum anti-a 
(sérum anti-l4 saturé par C 141) et celle de Vantigéne b par la 
possibilité de saturer les agglutinines anti-l18 d’un sérum anti-14 
(agglutinines anti-b). 

Pour déterminer la présence d’agglutinines anti-M. pseudo- 
mallet dans un sérum donné, on peut utiliser comme antigénes 
soit des suspensions chauffées des souches 14 (antigéne A) et 18 
(antigéne B), soit une suspension chauffée de la souche C 141 
(antigénes A + B), suivant que l’on désire ou non distinguer les 
agglutinines anti-A et anti-B présentes dans ce sérum. 


Ri&suME. 


Reh : 

L’étude sérologique de trois souches de bacille de Whitmore 
nous a amené a conclure que deux antigénes majeurs A et B et 
deux antigénes mineurs a et b peuvent entrer dans la constitution 
de Vantigéne somatique de cette bactérie. L’application de ces 


résultats 4 l’analyse des 96 souches de bacille de Whitmore de 
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notre collection nous a permis de classer ces souches en trois 
groupes dont le premier (1 souche) est caractérisé par les anti- 
genes A + a + b, le second (2 souches) par les antigénes B + b, 
et le troisiéme (93 souches) par les antigénes A + B + b. Les 
antigénes B et b des souches du troisiéme groupe sont souvent 
partiellement agglutinables ou inagglutinables. 


SUMMARY 


SEROLOGICAL ANALYSIS OF THE SOMATIC ANTIGEN 
or Malleomyces pseudomallet. 


The serological study of three strains of Whitmore bacillus 
shows that the somatic antigen contains two main antigens, A and 
B, and two minor antigens, a and b. 

Ninety-six laboratory strains have been classified according to 
these findings. They can be divided into three groups : the first 
one (one strain) is characterized by the presence of A+ a+) 
antigens, the second one (two strains) by the B + b antigens, the 
third one (ninety-three strains) by the A + B + 6 antigens. 

The B and 6 antigens of the third group are often partly agglu- 
tinable or inagglutinable. 


* 
x* 
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COMPORTEMENT DES CELLULES ANIMALES IN VITRO 
A LA TEMPERATURE DE 4° C. 


par Ph. DANIEL et B. DROZ (*). 


(Institut Pasteur, Service des Virus [professeur P. Lépine], 
Laboratoire d’Histologie, Faculté de Médecine de Paris 
[professeur J. VERNE]) 


Le refroidissement des cellules 4 une température voisine de 
0° C est un moyen commode de ralentir leur métabolisme et ainsi 
de les conserver. On n’a pas manqué d’appliquer ce vieux pro- 
cédé aux cellules de mammiféres cultivées in vivo. Les premiers, 
Swim et Parker [4] ont pu conserver diverses souches cellulaires 
pendant plusieurs semaines. Crawford [2] a obtenu des résultats 
analogues avec des cellules de rein de singe de premiére explan- 
tation. 

Ce procédé de conservation n’est cependant pas parfait et il 
nest possible de récupérer qu’une fraction des cellules refroidies, 
fraction d’autant plus faible que la durée du séjour a 4° C est 
plus longue. Cette dégradation progressive des cultures limite la 
valeur pratique de la méthode. 

Le comportement des cellules incubées a cette température 
est étudié ici. L’évolution des cellules en fonction du temps, la 
consommation en glucose et la synthése protéique, la déperdition 
enzymatique, le réle du vieillissement et du sérum ont été envi- 
sagés successivement. 


MATERIEL ET TECHNIQUES. 


1° CeLtuLes. — Les cellules employées étaient des cellules de rein de 
singe de premiére explantation (R.S.) et des cellules de souche (Hela [3] ; 
KB [4] ; foie [5]). Les cellules étaient employées soit A l’état de suspen- 
sions fraichement trypsinées, soit en couches monocellulaires d’age 
variable selon les expériences. 


2° Minieux. — Ils étaient de deux types : 


a) Connaught 199 [6] et solution de Hanks 4a parties égales complétés 
par 2 p. 100 de sérum de poulain. 


(*) Société Frangaise de Microbiologie, séance du 1° octobre 1959. 
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b) Hydrolysat de caséine enrichi en vitamines et complété par 10 p. 100 
de sérum de poulain [7]. 


3° MESURE DE LA VIABILITE CELLULAIRE. — Aprés séjour au froid, la 
survie cellulaire était appréciée par l’un ou l'autre des deux procédés 
suivants ou par les deux a la fois : 

a) Numération des cellules viables 4 l’aide de 1’érythrosine [8]. 

b) Numération des noyaux (Sandford [9]) des cellules fixées au verre 
apres incubation 4 37°C pendant cinq jours pour les cellules de rein 
de singe, pei:dant deux jours pour les cellules de souche. 

Dans le premier cas, les numérations étaient faites directement par 
prélévement d’un millilitre de suspension a la sortie du réfrigérateur 
et addition de 0,1 ml de solution d’érythrosine 4 0,4 p. 100. 

Avec le deuxiéme procédé, chaque numération portait sur une 
moyenne de 8 cultures au moins. Quand des milieux différents avaient 
été employés dans les diverses séries d’une méme expérience, les 
cellules étaient lavées et remises en contact avec un nouveau milieu 
identique pour toutes, avant d’étre incubées 4 37° C. Ceci fut fait pour 
éliminer l’action favorisante de certains facteurs sur la fixation au verre. 


4° Dosages. — a) Glucose : le dosage du glucose fut fait 4 l’aide de 
l’anthrone selon la méthode de Mokrasch [40]. 

b) La 5-nucléotidase fut dosée dans les milieux de culture, préalable- 
ment dialysés pendant cing jours contre de l’eau physiologique, en 
mesurant le phosphore libéré par l’enzyme a partir de l’acide adény- 
lique selon la technique de Reis [411] et Kovacs [42]. Le phospore libéré 
était dosé par la méthode de Delsal [43]. 


RESULTATS. 
1° EVOLUTION DES CELLULES EN FONCTION DU TEMPS. — a) Trans- 
formations morphologiques. — L’évolution de la morphologie 


cellulaire a été suivie sur cultures en couches monocellulaires 
dans des tubes de Leighton, placés a 4° C et retirés du réfrigé- 
rateur tous les deux jours pour fixation et coloration. 

Les cellules de premiére explantation et les cellules de souche 
subissent les mémes altérations morphologiques, mais ces der- 
niéres sont plus marquées et beaucoup plus rapides avec les 
cellules de souche. 

La premiére modification observée est la rétraction cellulaire, 
qui apparait rapidement dés le deuxiéme jour du refroidissement 
pour les cultures jeunes des souches permanentes (pl. I, fig. 1). 
Cette rétraction limitée au début s’étend progressivement aux 
autres cellules qui finalement prennent toutes une forme étirée 
ou méme arrondie et se détachent du verre quand il s’agit de 
cellules de souche. Avec les cellules de premiére explantation, le 
décollement du verre reste toujours limité (pl. II, fig. 2). 

Suivant de prés la rétraction cellulaire, surviennent des modi- 
fications importantes de la membrane. ‘La périphérie cellulaire 
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prend un aspect tourmenté avec des mouvements pseudopodiques 
parfois trés importants et formation d’extensions cytoplasmiques 
sphériques. Il est fréquent de rencontrer a cété de la cellule une 
masse cytoplasmique d’aspect granuleux reliée par un pont étroit 
a la cellule ou méme complétement indépendante. La cellule se 
trouve alors réduite A son noyau entouré d’une mince couche cyto- 
plasmique. Le cytoplasme est moins éosinophile et prend un 
aspect évidé. En dernier lieu, la pycnose du noyau apparait. Les 
altérations évoluent a une vitesse variable selon les cellules, si 
bien qu’il est possible d’observer des cellules apparemment saines 
4 cété d’autres entidrement nécrosées. Méme & un stade avancé de 
l’évolution, il persiste des cellules en bon état morphologique. 
Les figures mitotiques sont altérées et les chromosomes sont 
soudés et confondus en une ou deux masses compactes. 


b) Survie cellulaire en fonction du temps. — Les variations du 
nombre des cellules en survie en fonction du temps sont repré- 
sentées sur la figure 1, courbes I (cellules KB) et II (cellules 
de rein de singe). Par transformation logarithmique des ordon- 
nées, il est possible, pour chacune de ces courbes, de rassem- 
bler les points obtenus autour d’une droite (fig. 1, courbes I bis 
et II bis). Le nombre des cellules vivantes diminue donc selon une 
fonction exponentielle du temps. A chaque instant, le nombre des 
cellules qui meurent (dN) est proportionnel au nombre (N) des 
cellules présentes : 


dN 
—— = KN 
dt 


Cette loi de destruction rappelle celle des corps radioactifs et 
pourrait théoriquement servir 4 déterminer un temps de demi-vie 
pour les cellules conservées 4 basse température. Pratiquement, 
il existe trop de variables pour que cette détermination puisse 
servir 4 la caractérisation d’un type cellulaire. On peut seulement 
dire que la survie est notablement plus longue avec les cellules 
de rein de singe de premiére explantation qu’avec les cellules de 
souche. 

La courbe de variations du nombre des cellules de rein de 
singe a été établie en mesurant le nombre des cellules fixées (fig. 1, 
courbe II). L’emploi de la méthode a |’érythrosine ne donne pas, 
en effet, une courbe aussi réguliére. Vers le septiéme jour de 
Vincubation 4 4° C, la courbe présente un plateau ou méme un 
rebond (fig. 2, courbe III). Ceci est di a la présence d’amas 
cellulaires nombreux contenus dans les suspensions de rein de 
singe. Dans ces amas, les cellules périphériques mortes masquent 
les cellules centrales vivantes, qui ne sont révélées que plus tard, 
aprés lyse totale des cellules périphériques, Les cellules contenues 
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| Necellules viables 


340 en milliers 


N=cellules fixées 


200 en milliers 


at 33 i [es | 4 
8 10 12 14 67 18 
Jours 


of 


N=cellules viables 
120 en milliers 


100 


SOF 


dans ces amas semblent mieux résister au froid que les cellules 
isolées. 
La nature exponentielle de la courbe de dégradation a pour 
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Fic. 2. — Cellules de rein de singe. Culture aprés quinze jours d’incubation 4 4° C. 
fo) 


Fic. 2 bis. — Cellules de rein de singe. Culture témoin. 


Prancne Il. 


MASSON Br Co. nine mins 


el B. DROZ. 
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Tasrrau Il. — Gonsommation en glucose des cellules de rein de singe. 


a a CaaS 
: Temograture : Nomads < Glucose consommé : lioyenne des 


; d'incubation ; expériences : en mg/10®© cell./jour * mesures en mg 


: 1 : D0: : : 

37°C : 2 ; 2.62 ; 2.99 : 
5 : 3.05 : : 

: 0.19 : : 

4°C : 2 3 0.18 : 0.20 : 
: 5 : 0.25 : : 


tiquement, un abaissement de température de 10° C diminue de 
deux a trois fois la vitesse de réaction, c’est-a-dire que l’expo- 
nant «a» représente une valeur comprise entre 2 et 3. 

Le calcul de «a» a partir de l’équation (1) et en se servant des 
valeurs trouvées pour la consommation en glucose donne 2,27. 

b) La synthése protéique a été évaluée par la mesure de V’incor- 
poration de D-L-méthionine *S dans les cellules incubées a 87° C 
el 4°; 

Aprés incubation des cultures en couche monocellulaire pendant 
une heure 4 37° C et 4° C, on ajoute au milieu pour les cultures 1 
et 2: 7 we de D-L-méthionine *S par millilitre de milieu, et 


Tasieau If]. 


: : Température : Methionine $25 : Coups/minute : 
3 | Coltules) =: qh incubation; en uc * /mg pds sec * 
Poult nee 4° : T wc : 60 : 
>on" 23 37° : 7" : 2140 : 
: " cae 37° : 1" $ 280 : 
: 2 4: 4° : was 3 10 : 
: HEP II : : : : 
: n 5 3 37° ; 1 0 ° 203 : 
: oS 6 : 4° : ji "3 10 : 
Py " af i 37°: : 1 a : 204 : 
ane 8 : 37° : : : 263 : 
: " 9 ; 4o £ 1 n é 4 5 
te Oe 4° : 1 : 4 : 
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pour les cultures 3 4 10: 1 pe par millilitre, ce qui correspond 
respectivement a 10.10-? pM et 1,3.10-* pM de D-L-méthio- 
nine *S, Aprés deux heures, les liquides surnageants étaient éva- 
cués, les cultures lavées quatre fois avec la solution de Hanks, puis 
traitées par Vacide trichloracétique a 30 p. 100 pour éliminer la 
fraction TCA soluble de D-L-méthionine *S non incorporée. 
L’insoluble dans l’acide trichloracétique était lavé quatre fois 
a leau distillée, puis desséché. C’est sur ce matériel que le comp- 
tage fut réalisé et rapporté au milligramme de poids sec avec les 
résultats donnés dans le tableau III. 

La synthése protéique est considérablement réduite, mais 
Yinhibition n’est pas totale malgré la diminution du_ glucose 
consommé, Les rapports d’incorporation a 37°C et 4° C pré- 
sentent de grandes variations surtout entre cellules de souche et 
cellules de premiére explantation. Des expériences plus nom- 
breuses seront nécessaires pour savoir si cette différence d’incor- 
poration entre cellules de souche et cellules de premiére explan- 
tation est réelle. 


3° IMPORTANCE DU VIEILLISSEMENT DE LA CULTURE. — La durée 
de la survie est variable selon age de la culture, ou plus exac- 
tement selon le temps qui s’est écoulé depuis la trypsination. La 
survie est d’autant plus mauvaise que les cultures sont plus jeunes, 
qu’il s’agisse de cellules de rein de singe ou de cellules de souche, 
comme le montre le tableau IV, ot la résistance au froid a été 
mesurée par le temps d’apparition de la rétraction cellulaire. 


Tasteau IV. — Age de la culture et résistance 4 la température de 4° C. 


: 2 Age de la culture ? Temps d'apparition de la : 
: : * rétraction cellulaire : 
: : 7 jours : 2eme jour : 
* Cellules : {4 <8 : 4eme oo" : 
: KB : 21 " : Teme us : 
: é Di M y Teme as : 
: B : : 
R 3 3 5 Wd : 7eme I : 
; ellules ; 15 “ : 108me ma 2 
R.S. : : 

4 9 24 Wy! . 11éme i : 


Par vieillissement a l’étuve a 37° la résistance augmente pour 
alteindre sa valeur maxima aprés trois semaines. Ensuite le temps 
de survie ne s’amélore pas. 

Il existe cependant certaines cultures de rein de singe ou de 
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cellules de souche qui, trés rarement et pour une raison inconnue, 
subissent sans dommage et sans se décoller |’action de la trypsine. 
Ces mémes cultures résistent remarquablement au froid et peuvent 
élre conservées un mois avec une perte cellulaire négligeable. 


4° DEPERDITION ENZYMATIQUE DES CELLULES. — Kovacs j414], 
Warburg, Gawehn et Geissler (45} ont montré que les cellules 
mises en culture perdent de nombreux enzymes. Parmi ceux-ci 
la 5-nucléotidase est particuliérement résistante et donc facile 
a retrouver dans le liquide surnageant des cultures. 

‘Le phosphore hbéré par cet enzyme a été dosé dans les liquides 
surnageants des cultures de rein de singe et de cellules KB incubés 
a 37°C et 4° C. Les résultats obtenus (tableau V) montrent que 
la fuite enzymatique, au moins pour la 5-nucléotidase, n’est pas 


x > 


Tasteau V. — Déperdition en 5-nucléotidase 42 37°C et a 4°C. 


Nombre de cell. Pin. libéré Pin. libéré. 


: Type cellulaire : en million/ml : : Moyenne : : 
: : ‘de milieu : pe/ml de milieu’: Oe ps/ 106 cellules : 
: 2 Glilits WS 0.110 : 0.26 ; : 2.4 F 
; na Mia? = 0.110 : 0.10 : : 0.9 : 
ease te 5 0.070 E 0.17 ewe 2.4 : 
23790: ." 4: 0.160 : 0.14 : : 0.9 : 
S etl eit 0.140 : 0.14 : : 1 : 
: ieee 60% 0.039 : 0.14 : : 3.6 
: : : : : : 
: Oh eet Bes 0.120 : 0 : : = : 
: yt oS 0.140 Z 0.19 : ; 1.4 : 
: Lae 0.040 : 0.07 : : 0.2 : 
RS aacen Anis 0.090 : 0.23 eC Te Es 2.5 : 
at ee ee 0.036 : 0.18 : : 5 : 
: Se Cane Ovms 0.052 : 0.39 : : 7.5 : 
: ay ee a 0.050 : 0.14 : : 2.8 : 
eee nnn 
; ig Ciel ta 0.350 : 0.34 : : 1 : 
= ek fees 0.380 C 0.16 : : 0.4 ‘ 
> KBr" 3 3 0.360 : 0.16 Seah et 0.4 
Geile 2 te 48 0.170 : 0.46 : : DAG : 
: one gee. a 0.204 : 0.34 : : 167 : 
C Beg a 0.206 C 0.37 : : 1.8 : 
Somos ey 0.350 : 0.12 : : 0.3 : 
a eG 2 0.460 : 0.05 ; ; ed : 
5 A 0.290 0.12 2 0.10" 3 0.4 
: ogg 0.061 ; 0.14 : : 2.3 , 
: ue es 0.120 : 0.09 : 0.7 : 
| SS Sc en a 


* L’analyse de variance montre qu’il y a une différence hautement significative 
(F = 18) entre les déperditions enzymatiques 4 37° et a 4°C pour les cellules KB. 
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augmentée a la température de 4° C avec les cellules de rein de 
singe. Pour les cellules KB, cette déperdition est méme fortement 
diminuée d’une maniére hautement significative (fF = 18). 


5° ROLE pu si&rum. — Le role de la trypsine dans la sensibili- 
sation au froid a fait rechercher l’activilé du sérum sur la conser- 
vation des cellules a 4° C. Celui-ci a en effet une puissante 
aclivilé anlitrypsique et il serait logique de s’attendre a ce qu’il 
modifie tant soit peu le cours de la survie au froid. 

Deux séries dexpériences ont été réalisées : 

a) Lincubation directe des cellules & 4° C en présence de 
concentrations variables de sérum ; 

b) T’ineubation préalable des cellules & 37° C avee des concen- 
trations variables de sérum. 


a) Incubation des cellules & 4° C en présence de concentrations 
variables de sérum. 

Les résultats suivants ont été obtenus avec les cellules de rein 
de singe et les cellules KB. 


REIN DE SINGE CELLULES KB 
eee rs a a ee 
Nombre de cellules 


fixées part ml 
de suspension 


Nombre de cellules 
fixées par ml 
de suspension 


0/0 de sérum 


0/0 de sérum 
de poulain 


de poulain, 


0 8 000 0 56 000 
5 25 000 10 36 000 
1( 24 O00 

20) 30 000 40 56 000 
80 21 000 80 36 O00 


Manifestement, le sérum n’a aucune influence sur Ja survie 
cellulaire. Pour les cellules de rein de singe, cependant, de faibles 
concentrations en sérum semblent étre utiles, mais il s’agit dans 
ce cas de cellules fraichement trypsinées et il est probable qu’un 
peu de trypsine reste fixée sur son substrat et continue son action 
que le sérum ajouté vient neutraliser. Les cellules de rein de singe 
apres quelques jours d’incubation 4 37° C survivent trés bien dans 
un milieu synthétique a 4° C. 


b) Préincubation dans des concentrations variables de sérum. 

Pour réaliser cette expérience, des cultures en couche mono- 
cellulaire agées de 5 jours furent mises au contact de concentra- 
lions variables de sérum pendant sept jours 4 37° C. Puis les 
cultures furent lavées et incubées & 4° C dans un milieu contenant 
10 p. 100 de sérum pendant sept jours. Les cellules fixées apres 
vingt-quatre heures 4 387° C furent dénombrées par la numération 
des noyaux pour les cellules de rein de singe et appréciées par 
des + pour les cellules KB. 
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1] apparait ainsi que le sérum a une action nocive tres nette 
quand il est introduit avant Vincubation a 4° C. 


REIN DE SINGE CELLULES KB 
a ce SO ae 
Nombre de cellules 


fixées par ml 
de suspension 


Nombre de cellules 
fixées par ml 
de suspension 


0/0 de sérum 
de poulain 


0/0 de sérum 
de poulain 


0 60 000 10 ee 
10 35 000 20 Fu 
AA) 22 000 AO ee 
80 4 000 80 + 


Discussion ET CONCLUSION. 


Les résultats obtenus donnent quelques indications sur le méea- 
nisme de la mort de la cellule quand celle-ci est exposée A une 
température voisine de 0° C. 

Les altérations morphologiques sont constituées de lésions 
banales, rencontrées dans toute cellule en souffrance par suite 
d'une intoxication, d’une carence du milieu, voire d’une infection 
a virus. Il faut noter cependant que l’action du froid est progres- 
sive et qu'elle attaque les cellules avec une vitesse inégale. 

Il y a lieu de retenir Vallure exponentielle de la courbe de 
survie en fonction du temps. Cette courbe permet de rejeter 
Vhypothése d'un effet toxique du milieu qui ne peut étre éliminée 
a priort. Rappaport a, en effet, montré que les cellules de rein 
de singe détruites libérent des cytotoxines qui, A une certaine 
concentration, peuvent entrainer la lyse des cellules  vivantes, 
dott la régle de limiter la concentration cellulaire des ensemen- 
cements. Cette éventualilé ne se produit pas 4 4° C, puisque la 
survie est indépendante de la concentration cellulaire employée. 

Une carence d’ordre physiologique peut étre envisagée, les 
cellules n’acceptant plus de substances venues de l’extérieur, et 
épuisant leurs propres réserves. Dans ce cas, la courbe de survie 
serait & concavilé inférieure, ou plus mathématiquement, Ja fone- 
tion aurait une dérivée constamment décroissante. 

La loi de survie se poursuit en fonction du temps comme si 
les cellules étaient tuées au hasard, ainsi que cela se produit 
quand on soumet des tissus vivants 4 un rayonnement ionisant. 
Les préparations colorées montrent, en effet, que la nécrose affecte 
au méme deeré les divers types cellulaires présents. De plus, il 
n’y a pas sélection ou adaptation des cellules au froid. Les cul- 
tures, aprés de nombreux séjours successifs 4 4° C et 37° C, ne 
volent pas augmenter leur résistance. I] semble done que le froid 
rend les cellules fragiles et extrémement sensibles aux agents 
nocifs éventuels. Ainsi, l’expérience montre que le temps de survie 
est nettement plus court pour les cellules refroidies dans des réci- 
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pients en verre ordinaire et peu favorable a la culture in vitro que 
dans des flacons en verre rigoureusement neutre. 

Cette fragilité exceptionnelle peut ¢lre expliquée par la perte 
considérable d’énergie subie par la cellule qui se refroidit, tandis 
que persistent les forces de diffusion qui restent pratiquement 
intactes. L’énergie utilisable par la cellule est en grande partie 
d’origine glucidique. Par refroidissement a 4° C, celle-ci est 
réduite au 1/15 de sa valeur initiale pour les cellules de rein de 
singe. Il est vraisemblable d’admettre que l'utilisation des pro- 
iéines par gluconéogénése est affectée dans une proportion voisine. 
De plus, la cellule a la charge d’une synthése protéique trés 
réduite, mais cependant mesurable. Avec ces moyens limités, la 
cellule doit lutter contre les forces de diffusion nées du gradient 
de concentration entre milieu interne cellulaire et milieu externe. 
Les forces de diffusion, d’aprés la formule de Nerst, varient 
proportionnellement a la température absolue, c’est-a-dire que 
pour un abaissement de température de 33° C, elles sont seule- 
ment divisées par 1,12. 

On comprend alors que tout effort supplémentaire dui a une 
cause quelconque puisse rompre cet équilibre précaire entre 
Vénergie disponible de la cellule et les forces physiques de dif- 
fusion et finalement entrainer la lyse cellulaire. Cette hypothése 
permet de rendre compte de l’influence nocive de la trypsination 
qui atlaque la membrane cellulaire, et surtout de la résistance 
particulicre des cellules qui ne peuvent étre trypsinées ou qui 
sont contenues dans des amas. Il est vraisemblable que des 
substances diminuant la perméabilité et renforcant la résistance 
de la membrane cellulaire permettront de prolonger considérable- 
ment le temps de survie des cellules conservées & 4° C, particu- 
lierement des cellules de souche. 


Résumh. 


Les cellules de rein de singe de premiére explantation et les 
cellules de souche, en particulier les cellules KB, subissent, a la 
température de 4° C, des altérations morphologiques de carac- 
tere banal. Le nombre des cellules en survie décroit progressi- 
vement selon une fonction exponentielle du temps, et la durée de 
la survie est indépendante de la concentration cellulaire mais est 
plus Jongue pour les cellules de rein de singe que pour les cellules 
de souche. 

La consommation en glucose est réduite au 1/5 de sa valeur 
initiale pour les cellules de rein de singe. La synthése protéique 
est également trés diminuée. Le passage de la 5-nucléotidase de 
la cellule dans Je milieu nutritif n’est pas augmenté par le refroi- 
dissement et est méme diminué pour les cellules KB. 
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Les cellules se conservent mieux a 4° C apres vieillissement, 
c’est-a-dire quand un certain temps s’est écoulé depuis la derniére 
trypsination. Le temps optimum semble étre de trois semaines. 

‘Le sérum, quelle que soit la concentration employée, n’a aucune 
influence sur la durée de la conservation quand il est introduit 
au moment de l’incubation a 4° C. Par contre, la préincubation 
en présence de sérum, surtout si ce dernier est a fortes concen- 
trations, diminue le temps de survie. 

Une hypothése est proposée pour expliquer la dégradation des 
cellules conservées & 4° C. 


SUMMARY 


~ 


In vitro CoMPORTMENT OF ANIMAL CELLS AT +4° C, 


Monkey kidney cells of first explantation and laboratory strains 
(particularly the strain KB) when kept at +4° C show non charac- 
teristic morphological alterations. The number of surviving cells 
progressively decreases following an exponential function of time, 
and the survival time is independant of the cellular concentration, 
but is longer in the case of monkey kidney cells than for cells 
belonging to laboratory strains. 

Glucose uptake is reduced to 1/15 of its initial value in monkey 
kidney cells. The protein synthesis also decreases. Release of 
5-nucleotidase of the cells into the medium does not increase at 
low temperature, it even decreases in the case of KB cells. 

A temperature of 4° C favours the preservation of the cells after 
ageing, that is to say a certain time after the last trypsination ; 
the optimal time seems to be three weeks. 

Serum, whichever concentration used, has no influence on the 
duration of conservation when introduced during the incubation 
period at +4° C. On the contrary, a preincubation in presence of 
serum. (particularly in presence of high serum concentrations) 
decreases the survival time. 

An hypothesis is set forth to explain the degeneration of the 
cells kept at +4° C. 


* 
x * 
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TENTATIVE D’INDUCTION DE LA NITRATE-REDUCTASE 
CHEZ UN MUTANT D’ESCHERICHIA COLI AUXOTROPHE 
POUR L’HEMINE 


par F. EGAMI, Y. HAYASE et S. TANIGUCHI (*). 


(Institut de Chimie de la Faculté des Sciences 
de [Université de Nagoya, Japon) 


INTRODUCTION. 


En 1949, Sato et Egami ont mis en évidence la participation 
du cytochrome b, dans la réduction des nitrates par E. coli [A]. 
Ces résultats ont été indirectement confirmés par les observations 
de Granick et Gilder, d’une part, et celles de Lascelles, d’autre 
part. Ces auteurs ont en effet montré que certaines souches 
d’Haemophilus influenzae |2] et de Staphylococcus aureus [3] sont 
capables de réduire les nitrates uniquement lorsque les bactéries 
sont cultivées en présence de protohémine. 

On sait qu’il existe deux types de nitrate-réductases [4] : 

a) « La respiration azotée », au cours de laquelle Jes nitrates 
sont ulilisés en anaérobiose comme oxydants physiologiques a la 
place de Voxygéne. 

b) « L’assimilation azotée », au cours de laquelle les nitrates 
sont réduits et utilisés comme source d’azote. La nitrate-réductase 
de lassimilation azotée chez Neurospora est une meétallo-flavo- 
protéine contenant du molybdéne (Mo) et du dinucléotide-flavine- 
adénine (FAD) [5}. 

Celle de Ja respiration azotée (type a), dont FE. coli déja cité 
est un exemple typique, est localisée sur des particules cellu- 
laires. Le transfert d’électrons aux nitrates par les particules 
s’effectue selon le schéma suivant {4]: 

Formiate 
DPNH 

Le but de ce mémoire est de présenter linfluence de la proto- 
hémine sur l’induction de la nitrate-réductase chez le mutant H, 
WE. coli auxotrophe pour l’hémine, isolé par Beljanski {6}. 


—> (FAD) —> cyt. b, > nitrate réductase —> nitrates 


(*) Manuscrit recu le 20 octobre 1959. 
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MATERIEL ET METHODES. 


Souches, — Nous avons utilisé les souches d’Z. coli normale et 
mutante H, auxotrophe pour Vhémine, aimablement mises 4 notre 
disposition par le D* Beljanski de 1’Institut Pasteur. La souche 
mutante H, est conservée 44°C sur milieu gélosé contenant 4 us 
@’hémine/ml. La souche normale fut conservée dans les mémes condi- 
tions en l’absence d’hémine. 


Solution d’hémine. — La protohémine préparée a partir d’hémoglo- 
bine de cheval est dissoute dans une solution de Na,HPO, 0,07 M. Nous 
avons toujours utilisé des solutions fraichement préparées. 


Mode de culture. — Les bactéries ont été cultivées 4 30° C en aéro- 
biose ou en anaérobiose, avec ou sans addition de KNO, ou d’hémine. 
Milieu de base : D-glucose, 2 p. 100; polypeptone, 1 p. 100 ; KH,PO,, 
0,2 p. 100 ; pH ajusté A 7,2. Les solutions de glucose et de protohémine 
ont été séparément stérilisées. Les ensemencements ont été faits avec 
une suspension bactérienne contenant 0,1 4 0,3 mg d’azote d’une 
culture en phase exponentielle pour 50 ml de milieu. L’aérobiose a été 
réalisée dans des ballons d’Erlenmeyer de 500 ml contenant 50 ml de 
milieu et secoués a la vitesse de 75 amplitudes par minute. L’anaéro- 
biose fut réalisée dans des ballons pleins de 50 ml A cols étroits. 


Croissance et récolte des bactéries. — Aprés avoir établi la relation 
entre Ja turbidité et la teneur en azote des cultures, la croissance 
des bactéries fut mesurée da laide de l’électrophotométre d’Hitachi, 
filtre rouge. Les bactéries sont récoltées & Ja fin de la croissance expo- 
nentielle et lavées quatre fois A l’eau distillée. La teneur en hémine 
et les activités enzymatiques ont été mesurées sur de telles suspensions 
bactériennes. 


Mesure de lactivité de la nitrate-réductase en présence de divers 
donateurs d’électrons. — 1° Avec le formiate: un tube de Thunberg 
contenait en concentrations finales : KNO, 0,01 M, le tampon phosphate 
pH 7,2 0,05 M et le formiate 0,05 M, et dans la chambre secondaire, la 
suspension bactérienne ou Jes extraits. Volume total 1 ml. Le vide est 
réalisé 4 Vaide d’une pompe & eau; les tubes sont portés A 30°C; 
aprés dix minutes d’équilibre, la réaction est mise en route. Les nitrites 
formés sont mesurés avec le réactif de Griess-Ilosvey [4]. 

2° Avec le glucose ou le bleu de méthyléne réduit par le glucose. 
Le formiate est ici remplacé par le glucose 0,05M en présence ou en 
absence de bleu de méthyléne 5.10— M. 

3° Avec le méthylviologéne réduit : méthylviologine (2.10—% M) et 
moins de 1 mg de Na,S,0,.2H,O. Le vide est rapidement effectuéd. 
Nous avons défini une unité de nitrate réductase comme étant la 
quantité d’enzyme nécessaire pour la formation d’une umole de nitrite 
par heure dans les conditions indiquées. 

Liactivité spécifique est définie par le nombre d’unités par rapport 
4’ 1 mg d’azote de la préparation enzymatique. 


Mesure de l’activité des déshydrogénases. — Le tube de Thunberg 
contient : tampon phosphate pH 7,2 0,05M (pour le glucose jo): aoe 
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substrat 0,05 M. Le bleu de méthyléne (1 pmole) et la solution enzy- 
matique sont mis dans la chambre secondaire. Aprés dix minutes 
d’équilibre 4 30° C le contenu des tubes est mélangé et l’on détermine 
le temps nécessaire pour obtenir une décoloration de 90 p. 100 du bleu 
de méthylene. 

Une unité déshydrogénasique est définie comme étant la quantité 
d’enzyme nécessaire 4 la réduction de 1 wmole de substrat par heure. 
L’activité spécifique est définie par le nombre d’unités par milligramme 
d’N de la préparation enzymatique. 

L’activité de la succino-déshydrogénase est mesurée A laide de 
l'appareil de Warburg : succinate de Na 0,05 M (concentration finale) ; 
suspension bactérienne : volume final 2 ml. 


Dosage de la protohémine des bactéries. — Nous avons utilisé soit 
ja méthode de Moss [7] avec une suspension bactérienne préalable- 
ment filtrée sur du papier poreux, soit la méthode simplifiée : mesure 
de la densité optique 4 430-435 my et 405-410 my dans la région de 
la bande de Soret : spectre de la forme réduite (Na,S,O,) et spectre de 
la forme oxydée. La différence est proportionnelle 4 la quantité de 
protohémine. 


Préparation dextraits et de parlicules cellulaires. — Les cellules 
refroidies sont additionnées d’une quantité égale d’Al,O, et broyées 
pendant vingt minutes 4 4° dans un mortier. On ajoute le triple 
volume de tampon phosphate 0,1 M pH 7,2, puis on centrifuge 4 2 000 g 
pendant vingt minutes. Le surnageant est conservé (extrait). 

Les particules cellulaires sont obtenues par centrifugation du surna- 
geant a 20000 g pendant quarante minutes. Le culot est lavé et recen- 
trifugé dans les mémes conditions. 


RESULTATS. 


Croissance. — En aérobiose, la croissance maximum des bac- 
téries mutantes H, représente environ 20 p. 100 de la croissance 
des bactéries normales. L’addition d’hémine (4 wg/ml) au milieu 
de culture stimule environ trois fois la croissance des_bacté- 
ries H,. Des doses plus importantes n’ont pas d’effet additif sur 
la croissance (fig. 1). 

Le KNO, (0,1 4 1 p. 100), des extraits de muscles de poisson 
(1 p. 100), extraits de grain (1 p. 100), extrait bouilli des bactéries 
méres, FeSO,.7H,O (50 mg/l) et Na,MoO,.2 H,O (10 mg/l), 
ajoutés soit séparément soit ensemble, n’ont pas activé la crois- 
sance des bactéries mutantes. L’hémine seule semble le facteur 
stimulant. 

L’activité spécifique de la déshydrogénase succinique augmente 
presque parallélement a la croissance des bactéries H, en présence 
d’hémine, ce qui peut s’expliquer par Vincorporation de ’hémine 
dans le systéme des cytochromes. Ces résultats confirment en 
principe ceux de Beljanski. 
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Action du NO; ct de la protohémine sur les propriélés bacté- 
riennes. — Les bactéries normales ct mutantes cullivées en aéro- 
hiose en présence de ces deux substances montrent que (tableau I) : 


1° NO, n’influence pas les propriélés du mutant H,. 
2° Dans aucun cas on ne trouve d’activité de la nitnate-réductase 
chez les bactéries H,. 


3° L’activité déshydrogénasique du glucose est indépendante de 
la présence d’hémine, tandis que la déshydrogénase succinique ne 


200 


Croissance maximum 


40 des bactéries normales 


}—e— Activité de la succino-déshydrogénase 


succinate ( umoles O2/mgN/h ) 


Croissance (jg d’N bactérien /ml de culture ) 


PX) f—e— Croissance maximum de H7 
=I 
oe 
i= 
2 
+ 
ie} 
ae] 
Ss, 
< 
(e) 
1 fife 
0 5 15 
ug hémine ajouté/ m! de culture 
Fic. 1. — Influence de Ihémine sur la croissance aérobie des bactéries normales 


et mutantes ainsi que sur la succino-déshydrogénase. 


se manifeste que chez les bactéries H, cultivées en présence 
d@hémine. L’activité de la déshydrogénase formique n’est jamais 
présente. Ces résultats ont été déja indiqués par Beljanski. 


4° Les bactéries mutantes cultivées en présence d’hémine 
contiennent autant de protohémine et de cytochrome b, que les 
bactéries normales, Ces résultats ne sont pas modifiés par la 
présence de nitrates en cultures aérobie ou anaérobie. On observe 
toujours au microspectrophotometre d’Abbe’s Spectral Ocular 
Zeiss, les bandes d’absorption a 530 ct 560 mp apres traitement 
des bactéries par Na,S,0,. Par contre, les bactéries H, cultivées 
sans hémine ne présentent aucune bande. 


La figure 2 montre les spectres de la forme réduite (R) ct de 
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la forme oxydée (O) du cytochrome b, des particules préparées 
4 partir des bactéries H, cullivées en aérobiose en présence de 
nitrates et d’hémine. Dans ces conditions, le cytochrome b, est 
présent (courbe A). Lorsque ces mémes bactéries sont incubées 
pendant trente minutes en anaérobiose et en présence de glucose, 
ce cytochrome est réduit de 70 p. 100 par rapport a un cytochrome 
complétement réduit (courbe B). L’addition de 10 ymoles de KNO, 
ne modifie aucunement, méme aprés une heure, le spectre du 


0.10 428 A: CR J glucose =|Eo)A 
B B: (R]s,0g - C0] 
& CR glucose + 02 = ge} 


0.05 - 


4 Densite optique 


=H05,- 


Fic 2. — Spectre de différence, (Réduit)-(Oxydé), du cytochrome b, des particules 
cellulaires chez les bactéries H, cultivées en aérobiose en présence de nitrates 
et d’hémine. Aucun changement du spectre A par l’addition de KNO, (10 pmoles) 
en une heure. Milieu (A) : fractions de particules, 2,4 mg d’N; tampon phos- 
phate, 0,05 M (pH 7,2) ; glucose, 0,05 M; température, 25° C ; anaérobiose. 


cytochrome b,. Par contre, aération réoxyde le cytochrome réduit 
par le glucose (courbe C). 


La réoxydation du cytochrome b, des bactéries normales peut 
clre obtenue soit pas l’aération, soit par les nitrates. 

Nous avions montré (tableau I) que les bactéries H, cultivées 
en aérobiose et en présence d’hémine contiennent autant d’hémine 
et de cytochrome b, que les bactéries normales, bien que les pre- 


miéres ne manifestent aucune activité de la nitrate-réductase et 
de la déshydrogénase formique. 
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Les résultats exprimés par la figure 2 montrent que, chez les 
bactéries H,, le cytochrome b, participant & la respiration aérobie 
ne participe pas a la réduction des nitrates ; ceci peut s’expliquer 
par Vabsence de nitrate-réductase dans ces bactéries. 

Le tableau If présente les propriétés des bactéries normales et 
des bactéries H, cultivées en anaérobiose. 

Nous remarquons que l’incorporation de ’hémine dans les bac- 
téries H, augmente de deux fois en présence de nitrates bien que 
la croissance soit pratiquement indépendante de la présence 
d’hémine et de nitrates. Chez les bactéries normales, la croissance 
augmente légérement, tandis que la teneur en hémine est éga- 
lement augmentée de deux fois en présence de nitrates. Il semble 
done que l’énergie provienne non plus de la fermentation, mais 
de la «respiration azotée », avec un excellent rendement éner- 
e¢tique. Les bactéries normales cultivées dans ces conditions pré- 
sentent une trés forte activité de la nitrate-réductase du type de 
Ja «respiration azotée » (tableau Il). Chez les bactéries H,, au 
contraire, on ne décéle jamais d’activité de la nitrate-réductase. 
L’influence de Vhémine sur les activités déshydrogénasiques est 
indépendante du mode d’aération (tableau I). Dans aucun cas 
nous navons trouvé de déshydrogénase formique chez les bac- 
{¢ries mutantes. 

Le milieu de culture des bactéries normales contient toujours 
des nitrites accumulés. Celui des bactéries mutantes H, n’en 
contient jamais. On n’a pu mettre en évidence dans ces bactéries 
Vexistence de la nitrite-réductase en présence des divers donateurs 
Uhydrogéne utilisés. 


Tasreau Hl. — Activité de la nitrate-réductase des bactéries normales 
en présence et en l’absence des extraits des bactéries normales H.. 


Activité spécifique de la nitrate- 


d ' 
Danneursa éleerrone réductase des extraits bactériens 


= Bactéries| Bactéries Bactéries 
normales mutantes normales + mutantes 


Formiate 


Formiate + Mb 


Nous navons pu déceler Vaetivité de la nitrate-réductase chez 
les bactéries H, ou dans leurs extraits. Ajoutés dans le milieu 
soit séparément soit en mélange, ’hémine (4 a 10 pg/ml), Vextrait 
boulli des bactéries normales, NaMoO, (5.10-M) et FeSO, 
(5.10-* M) se sont montrés sans effet. 

Nous avons étudié Vinfluence éventuelle d’extraits des bac- 
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téries H, sur la nitrate-réductase des bactéries normales. Aucune 
inhibition n’a été observée (tableau TI) ce qui exclut Vhypothese 
de la présence de substances inhibitrices de la nitrate-réductase 
chez les bactéries H,. 


Riésums. 


1° Les bactéries mutantes H, d’E. coli auxotrophe pour l’hémine, 
cultivées soit en aérobiose soit en anaérobiose en présence et en 
l'absence d’hémine et de nitrates, ne possédent jamais d’activité 
de la nitrate-réductase et de la déshydrogénase formique. 

2° Les particules isolées a partir des bactéries H, cultivées en 
présence d’hémine ou de nitrates en aérobiose renferment du 
cytochrome },. 

3° Les bactéries H, ne semblent pas contenir de substance pou- 
vant inhiber la nitrate-réductase. 

4° L’ensemble de ces résultats permet de conclure que les bac- 
téries mutantes ne sont pas capables de former la nitrate-réductase, 
enzyme responsable du transfert des électrons du cytochrome b, 
aux nitrates. Les bactéries H, semblent étre génétiquement inca- 
pables d’induire la formation de la nitrate-réductase et de la 
déshydrogénase formique. 


SUMMARY 


ATTEMPTS AT INDUCTION OF NITRATE-REDUCTASE 
IN A MUTANT oF E., coli, AUXOTROPHIC FOR HEMIN. 


1. H, mutants of FE. coli, auxotrophic for hemin, in aerobic or 
anaerobic cultures, in presence or in the absence of hemin, never 
possess nitrate-reductase or formic dehydrogenase. 

2. Particles isolated from H, cells in aerobic cultures in pre- 
sence of hemin or nitrates, contain cytochrome },. 

3. H, cells do not seem to contain any substance able to inhibit 
nitrate-reductase. 

4. The findings allow to conclude that mutant cells are not 
capable to form nitrate-reductase, an enzyme responsible for 
electron transfer from cytochrome b, to nitrates. H, appear to 
be genetically unable to induce the formation of nitrate-reductase 
and formic dehydrogenase. 


* 
xk 


Nous tenons a témoigner notre reconnaissance a M. le D* M. 
Beljanski, qui nous a amicalement procuré les souches bacté- 
riennes et qui nous a donné des conseils précieux. Nous remer- 
cions également le D™ T. Nozima pour les discussions fructueuses, 
ainsi que M. E. Itagaki pour son aide expérimentale, 
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MAMMITE STAPHYLOCOCCIQUE DE LA BREBIS 


INFECTION EXPERIMENTALE 
par M. PLOMMBET (*). 


Station Centrale de Microbiologie et Recherches laitiéres, 
Jouy-en-d osas (S.-el-O.)] 


Les observations de Plommet et Ricordeau sur les variations 
de sensibilité aux mammites staphylococciques de la brebis laitiére 
au cours de la lactation et en fonction de la production de lait ont 
conduit aux deux hypothéses suivantes : les variations de sensi- 
bilité chez la brebis sont dues : 1° a des variations dans |’efficacité 
du sphincter du trayon en tant qu’obstacle 4 la pénétration des 
germes dans la mamelle ; 2° 4 des variations dans la résistance 
de la mamelle 4 l’invasion bactérienne. Dans cette seconde hypo- 
thése, on doit pouvoir mettre en évidence les variations de la 
résistance de la mamelle par une technique d’infection expéri- 
mentale portant les germes au dela du sphincter du trayon. La 
dose nécessaire pour déclencher l’infection sur un pourcentage 
constant de brebis donnera, en effet, une mesure de la sensibilité 
des animaux. 

Pour vérifier cette seconde hypothése, nous nous sommes pro- 
posé, dans ce travail, de mesurer les variations de la sensibilité 
a Vinfeclion expérimentale de brebis présentant des niveaux de 
production laiti¢re différents, a différents stades de lactation. 

Depuis la premiére expérience de Nocard [4] en 1887, plusieurs 
chercheurs ont reproduit expérimentalement infection staphylo- 
coccique de la brebis {2, 3, 4, 5]. Dans ces expériences, la dose 
infectante n’a pas été établie avec précision ; de plus, il n’a pas 
été tenu compte de la production de lait ni du stade de lactation. 
Selon certains auteurs travaillant sur la brebis, la vache ou la 
chévre [3, 4, 5, 6, 7, 8], il faut, pour déclencher une mammite, 
un nombre trés élevé de germes ; selon d’autres au contraire [9, 
40, 44, 42, 43], introduction d’un petit nombre de germes vivants 
dans la mamelle déclenche une infection dans un pourcentage de 
cas élevé, Le fait que, dans les conditions naturelles, l’infection 


(*) Manuscrit recu le 5 octobre 1959. 
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de la mamelle résulte vraisemblablement de la pénétration d’un 
2 Q Ori ee Le : ’ 5 =Ws 

petit nombre de germes, nous a incité a étudier d’abord les doses 

infectantes les plus faibles et, en définitive, elles seules. 


CONDITIONS EXPERIMENTALES. 


1° Bresis. — Le troupeau expérimental était composé de 24 brebis 
de la race Préalpes, en deuxiéme, troisitme ou quatri¢me lactation. 
Ces brebis étaient logées dans une bergerie isolée, faisant partie du 
domaine de Brouessy, dépendance du C.N. R. Z. Cette bergerie, amé- 
nagée spécialement pour notre étude, comportait des cases séparées pour 
les différents lots et un petit laboratoire annexe pour les opérations 
de dilution et numération de la suspension bactérienne 4 faire sur 
place au moment méme de l’inoculation. Pour éviter les risques de 
contagion aux autres brebis du domaine, un seul berger est chargé 
exclusivement de l’entretien et de la traite de ce troupeau. La plupart 
des brebis étaient de médiocres laiti¢res (tableau II) ; elles ont recu 
une alimentation A base de foin et d’aliment concentré en rapport 
avec leur niveau de production. 

Les brebis ont été réparties en deux groupes (tableau I) : dans le 
premier l’agnelage a eu lieu entre le 14 et le 30 décembre ; dans le 
second entre le 13 et le 24 janvier. Une brebis (n° 7) ayant agnelé le 
27 septembre a été incorporée au premier groupe. 


2° SEVRAGE ET TRAITE. — Les agneaux ont été laissés en permanence 
avec les brebis pendant les premieres semaines ; dans la suite, on 
les a séparés de leurs méres durant quelques heures par jour. 

Au jour choisi, vers 18 heures, on séparait définitivement les agneaux 
des méres sans période de transition (sevrage brutal) ; dés lors, les 
hbrebis étaient soumises 4 la traite manuelle deux fois par jour, vers 
6 heures et 18 heures. A chaque traite, la quantité de lait produit était 
mesurée & l’éprouvette, soit sur la traite totale (premier groupe), soit 
sur la traite de chaque glande séparée (deuxiéme groupe). 

Le sevrage et la mise a la traite ont eu lieu entre le vingt et uniéme 
et le quarante-deuxiéme jour aprés ]’agnelage. 

La brebis n° 7, en raison de la date de son agnelage, a été laissée 
en allaitement pendant quatre mois. Les brebis n° 5 et 6 ont été 


mises a la traite avant ja date prévue en raison de la mort des agneaux 
(tableau J). 


3° MOMENT DE L’INOCULATION. — Dans le premier groupe, 15 brebis 
ont été inoculées le deuxiéme jour de traite, aprés la traite du soir 
(vingt-troisitme au quarante et uniéme jour de lactation). Trois brebis 
déja mentionnées (n° 5, 6, 7), incorporées A ce groupe, ont été inoculées 
respectivement Je dix-septiéme, vingt-troisitme et vingtiéme jour de 
traite. Quatre des 15 brebis non infectées aprés une premiere inocula- 
tion, ont été inoculées une nouvelle fois huit jours plus tard, c’est- 
i-dire le dixiéme jour de traite. 

Dans le deuxiéme groupe, linoculation a eu lieu pour 5 brebis 
(n* 16, 17, 18, 19, 20) le trentiéme jour de traite (soixante-huitiéme au 
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Tasteau 1, — Caractéristiques des animaux en expérience au moment 
de la premiére et éventuellement de la deuxiéme inoculation. 


1 4 m3 4 n 
2 2 eS 5 I,I0? 1.105 
3 2 af it 2 n n 
Du 4 3 2 6 50 n n 
5 2 — 2 5 n n 
6 2 - if I55 2.109 n 
14 7 3 2 I S Bao), 1 n 
8 2 2 “10 5 n 5,7.10° 
au ¢ 3 3 I 12 + n n 
10 4 2 5 ES + n n 
IIe 3 ab 8)553 14 n n 
30 Re 5 I 5 20 + n n 
13 3 a | I + n 36.10? 
14 5. i 16 50+ + 50.10° 42. 8 
Déc. 15 3 eco 70 + + Aes BEG 
Tox 4 2 + 13.10? 14.102 
T9568) 3 3 2 + Be 4.109 
14% 3 it + + n n 
is I + + 1.10? n 
16 2 7.055 5 n 0,6.10° 
Sree ig 3 shakes 6 0,6.10° 0,9. " 
18 4 A 6 60 0,8. " 0,6. * 
ES, 19 2 I z 1EAE 0,9. " 6,8. * 
20 3 oe I 3 n n 
au 
21 4 Ts och, 40 oe 0,6.10° 
24 22 2 I if I 0,9.10 One 
23 2 i 259) 15 n n 
Janv. 24 3 BOG 60 n Lpile 
ISO 
$a a ee ee ee ee ee 
1. Dates d’agnelage dans les deux groupes de brebis. — 2. Numéros des brebis 
(* deuxiéme inoculation). 3. Numéros de Ja lactation. — 4. Nombre d’agneaux 
au seyrage. — 5. Titres d’antitoxines g et § du sérum sanguin. — 6, Présence 
dinfection 4 staphylocoques dans la glande témoin. — 7 et 8. Infection 4 micro- 


coques dans la glande inoculée (7) guérie au moment de Vinoculation, (8) existante. 
— 9. Nombre de cellules totales par millilitre de Jait 4 la troisitme et a la derniére 
traite avant Vinoculation (n = moins de 50.000 cell./ml.). 


soixante-dix-neuviéme jour de lactation) et pour 4 brebis le qwuarante- 
neuvieme jour de traite (quatre-vingt-treizeme au quatre-vingt-dix- 
huitiéme jour de lactation). 


4° CONTROLE DES BREBIS. ANTICORPS ANTITOXIQUES. — Avant |’inocula- 
tion, on a déterminé Je taux d’anticorps antitoxiques de toutes les 
brebis. Cette détermination a été faite sur deux échantillons de sérum 
sanguin prélevés 4 huit jours d’intervalle ; le plus souvent, les deux 
titrages ont donné les mémes résultats. Cependant, pour quelques 
brebis, un troisiéme titrage a été fait sur le sérum prélevé le jour 
de linoculation, soit parce que les résultats des .titrages ne concor- 


442 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


daient pas (Clévation du taux constaté sur la brebis n® 4), soit parce 
que la dilution au premier titrage n’avait pas été poussée assez loin. 

Le titrage a été fait par la méthode hémolytique avec de la toxine 
litrée de l’Institut Pasteur (1). Le nombre de dilutions utilisées donnait 
au premier controle une précision de 1 unité entre 0 et 20, et de 
10 unités entre 20 et 100. Au deuxitme controle, la précision a été 
portée A 0,5 unité entre 0,5 et 5 unités. 


5° CoNTROLE DES BREBIS. INFECTIONS DE LA MAMELLE. — Des échan- 
tillons de lait ont été prélevés stérilement de chaque trayon chez toutes 
les brebis pendant les périodes d’allaitement ou de traite, et en parti- 
culier au cours des deux derniers jours avant inoculation. Au_ total, 
4 échantillons de chaque glande mammaire au moins ont été examinés. 

Aprés l’inoculation, des prélévements ont été faits tous les jours a la 
lraite du soir (dans le premier groupe), ou a toutes les traites (dans 
le deuxitme groupe) jusqu’a l’apparition d'une mammite clinique ou, 
& défaut d’une telle apparition, pendant au moins huit jours. 


6° EXAMENS BACTERIOLOGIQUES. — Les échantillons de lait ont été 
ensemencés, soit dans |’heure qui suit le prélévement, soit aprés conser- 
vation d’une nuit & la glaciére. Apres agitation, 0,02 ml du lait pré- 
levé & Vanse calibrée est étalé sur une demi-boite de Petri renfermant 
de la gélose au sang de mouton (Bacto Tryptose Blood Agar Base). 
Apres ce premier ensemencement, les échantillons sont mis A incuber 
4 37° pendant quatorze ou quinze heures, puis ensemencés a nouveau 
dans les mémes conditions. 

Apres vingt-quatre et quarante-huit heures d’incubation a 37°, les 
boites sont examinées. Les colonies des germes présents sont repi- 
quées pour identification. Au cours de cette série d’expériences nous 
avons isolé: 1° des staphylocoques (brebis antérieurement infectées et 
brebis infectées aprés inoculation) ; 2° des microcoques (staphylocoques 
non pathogénes, n’ayant ni coagulase ni hémolysine) ; 3° des strepto- 
coques. 

7° EXAMENS CELLULAIRES. — Sur tous les échantillons prélevés avant 
et aprés inoculation, on a effectué une numération cellulaire totale 
selon la technique de Breed, en utilisant le colorant de Newman. 


8° CHOIX DES ANIMAUX ET CHOIX DE LA GLANDE INOCULEE. -— Quelques-unes 
des brebis constituant le troupeau en expérience avaient été atteintes 
de mammite staphylococcique au cours de la lactation précédente (n° 5, 
12, 14, 15). La premiére (n° 5) était complétement guérie. Les trois 
autres conservaient une infection persistante dans une glande au 
moment de linoculation (que l’on prit done soin de faire dans le 
quartier sain). L’infection du quartier malade se présentait pour une 
des brebis (n° 12) comme une infection chronique due A une souche 
peu pathogéne (type toxinique — pur), accompagnée d’un taux d’anti- 


(1) Nous remercions le D™ Pillet qui nous a fourni les toxines « et B 


nécessaires 4 ces dosages. 
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corps anti-B moyennement élevé. Pour les deux autres brebis, il s’agis- 
sait du réveil, au moment du départ de la lactation, de l’infection 
antérieure (souche gf pathogéne), se traduisant par des signes cliniques 
peu graves avec évolution rapide vers le tarissement et l’atrophie ; le 
taux d’anticorps anti-g et anti-f de ces brebis était élevé au moment 
de Vinoculation. 


Les contrdéles bactériologiques et cellulaires faits avant Vinoculation 
ont permis de déceler, en plus des infections staphylococciques, plu- 
sieurs infections cliniquement inapparentes (streptocoques, micro- 
coques) affectant un seul ou les deux cétés de quelques mamelles. 
Dans le premier cas, linoculation a été faite dans le quartier sain ; 
dans le second (infections 4 microcoques des brebis n° 9, 10, 13, 14, 15), 
ies infections ont été traitées par la pénicilline dans les jours précédant 
Vinoculation ; sauf les exceptions discutées plus loin, ces infections 
n’existaient plus au moment de l’inoculation. 


x 


Les infections 4 microcoques de la brebis sont des infections trés 
discrétes, caractérisées uniquement par une élévation du nombre de 
cellules totales (200 000 & 10 millions par millilitre), un épaississement 
du lait et une légére baisse de production de la glande. 


9° SoucHE. CONSERVATION. PREPARATION. TrrRAGE. — La souche n° 81-26, 
isolée en mars 1958 d’une mammite grave (brebis n° 15), a été utilisée 
dans tous les essais. Cette souche produit les toxines g, B et 8 avec pré- 
dominance £ (af, Bf prédominant selon la terminologie de Sandvik [44]). 
Elle est du type phagique 88, 174/16, 42 D, 42 E @) ; les souches de ce 
type sont les plus fréquentes parmi celles que nous avons isolées des 
mammites de brebis. La souche est conservée par dessiccation sous vide 
(freeze dryer Edwards LC5) en lait écrémé, lactosé 4 5 p. 100. Une nou- 
velle ampoule de la souche originale est utilisée pour chaque série 
d’inoculations. Le remise en culture et la préparation des suspensions est 
faite dans le milieu de Pattison et Matthews [415], utilisé dans le méme 
but par Derbyshire [8]. Aprés un premier repiquage, la subculture, aprés 
six heures d’incubation environ, repiquée 4 nouveau, est mise a incuber 
(dix-huit heures, A 37°, pendant quinze heures, puis conservée au réfri- 
eérateur pendant quatre heures; la culture est alors centrifugée 
a 3000 t/mn pendant quinze minutes, décantée 4 sec, reprise dans 
de Veau physiologique tamponnée a pH 6,6 (pH normal du lait) [NaCl, 
S09 PO. K, 1 PO AK. 133. eau bidistillée, 1000]. Nous avons 
vérifié que dans cette solution, A la température ordinaire, la souche 81-26 
ne perd que 1,2 p. 100 par heure de ses éléments vivants comptés par 
numération sur Tryptose Blood Aga Base. Or le temps séparant la remise 
en suspension de la derniére inoculation ne dépassait pas quatre heures. 
Une fraction de la suspension mére ainsi obtenue est conservée au froid 
jusqu’au moment des inoculations ; une autre fraction est titrée par 
mesure au spectrophotométre (Beckman D. U., 600 my) en se rappor- 
tant 4 une courbe de référence établie par avance. Le titre habituel, 
dans un volume d’eau égal au volume de bouillon décanté, est d’environ 


(2) Nous remercions le D™ Wahl, de 1]’Institut Pasteur, qui a bien 
voulu se charger de cette identification. 
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3.108 germes par millilitre. Au moment des inoculations, la suspension 
est ramenée au titre désiré par dilution dans la méme solution physio- 
logique. 


10° Inocutation. — Le matériel d’inoculation comporte une seringue 
en mati¢re plastique (marque « Kigliss ») de 1 ml, graduée en 1/100, 
et une canule en acier inoxydable de 1,5 x 40 mm. Ce matériel permet 
une mesure précise du volume de l’inoculum (0,2 ml) et ne retient 
pratiquement aucun germe par adhérence. 

Les inoculations ont été faites aprés la traite du soir, entre 17 et 
18 heures. Apres désinfection des trayons 4 l'alcool 4 70°, la canule 
est introduite dans le trayon sur une longueur d’au moins 3 cm et 
Vinoculum est injecté. 


11° NoMBRE DE STAPHYLOCOQUES INOCULES. — Nous avons choisi d’inoculer 
20 germes. Ce nombre est assez élevé pour que sa mesure soit aisée 
et que le risque d’un inoculum sans germes soit pratiquement exclu. 
Pour chacune des cing séries d’inoculations, le nombre moyen et le 
nombre probable (P < 0,05) des germes injectés ont été mesurés de 
la maniére suivante : en utilisant la seringue et Ja canule d’inoculation, 
on ensemencait 0,2 ml de la suspension de staphylocoques, titrant 
environ 100 germes par millilitre, sur une boite de gélose au sang 
de mouton (Tryptose Blood Agar) coulée depuis vingt-quatre heures ; on 
incubait vingt-quatre heures 4 37°, puis on dénombrait les staphylo- 
coques reconnaissables a leur hémolyse typique. Dans chaque série d’ani- 
maux inoculés, 30 boites au minimum ont été ensemencées, dont 
5 avant l’inoculation (une seringue compléte, soit cinq fois 0,2 ml), 
puis 4 par brebis inoculée (la méme seringue et la méme canule servent 
successivement pour 2 boites, la brebis, 2 autres boites), enfin 5 boites 
au moins apres l’inoculation. Quelques boites ensemencées apres l’ino- 
culation 4 la brebis renfermaient des microcoques, apportés sans doute 
par la canule aprés son contact avec le trayon ; ces germes ne génent 
pas la lecture. De cette maniére, on a pu vérifier qu’il n’y avait pas 
de variations sensibles du nombre de staphylocoques contenus dans 
0,2 ml de la suspension au cours de |’inoculation ; on a ensuite calculé 
pour chaque série la moyenne (x) des nombres obtenus et 1’état type (s). 
Les nombres probables de staphylocoques inoculés (4 + 2s) sont 
compris, dans chacune des cinq séries respectivement, entre 8,2 et 
25,7 ; 11,2 et 32,6 ; 8,6 et 30,8 ; 10,1 et 23,7 ; 3,6 et 23,1. Chacune des 
brebis a done recu un inoculum contenant un nombre de staphylo- 
coques compris entre 3,6 et 32,6. 


12° Brepis TémMos. — L’introduction d’eau physiologique dans la 
mamelle provoque toujours une réaction plus ou moins forte. Nous 
nous sommes assuré que, dans les conditions de l’expérience (0,2 ml 
d’eau physiologique 4 pH 6,6, brebis en début de lactation), cette 
réaction était négligeable. Pour cela, des numérations cellulaires ont 
été faites sur le lait de chaque traite de 9 brebis pendant dix jours en 
commengant trois jours avant la mise & la traite ; 4 4 des 9 brebis on 
a injecté de la solution d’eau physiologique. 


On a observé une légére réaction cellulaire (non significative) de la 
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deuxiéme a la quatriéme traite aprés l’inoculation ; cette réaction est 
négligeable si on la compare A la réaction produite par la mise & la 


traite. 


13° CARACTERISATION DE L’INFECTION. — Dans les jours qui suivent 
l’inoculation, en plus des numérations cellulaires et ensemencements 
de lait, on note 1’état général des brebis, la température rectale, l’aspect 
de Ja mamelle, l’aspect et la quantité du lait produit. 

Les réactions de l’inoculation peuvent ¢tre classées en : réaction trés 
légére et fugace (pas de mammite) ; mammite légére (type I) ; mammite 
grave (type II) ; mammite gangréneuse (type III). Dans chacun des 
types II et III, on peut reconnaitre 2 degrés. 


Mammite type I: Mammite légére, sans réaction générale sensible. 
La mamelle évolue vers une induration de faible dimension et une 
atrophie rapide. Le lait devient successivement grumeleux, puis séreux ; 
la sécrétion diminue rapidement, mais peut se maintenir & un niveau 
faible. 


Mammite type II: Mammite grave avec réaction générale forte et 
rapide ; température trés élevée. Au premier degré, la réaction locale 
est du type hypertrophique et évolue vers l’induration progressive. La 
sécrétion lactée, malgré une altération considérable du lait, est géné- 
ralement maintenue comme dans le type I. Au deuxiéme degré, la 
réaction locale est forte, avec évolution hypertrophique et abcédation. 
Le lait contient du sang dés le premier jour ; il est remplacé aprés 
quarante-huit heures par un exsudat sanguinolent. 


Mammite type III: Mammite gangréneuse. La réaction générale est 
forte et rapide. Dans ce type de mammite, |’évolution gangréneuse 
apparait vingt-quatre heures ou au plus tard quarante-huit heures 
apres l’inoculation ; il n’y a pas de réaction hypertrophique, la tem- 
pérature est généralement plus basse que dans le type II. Au premier 
degré la zone de gangréne reste localisée. Au deuxiéme degré la zone 
de gangréne s’étend 4 toute la mamelle. 

La distinction entre les trois types cliniques de mammites et leurs 
degrés est en général possible dés la vingt-quatriéme heure aprés 
lVinoculation et souvent facile a la quarante-huitiéme heure ; dans 
quelques cas (degrés du type II), il faut attendre quelques jours supplé- 
mentaires pour établir Ja distinction avec certitude. 

Dés que l’infection a été nettement caractérisée, toutes les brebis 
dont 1’état l’imposait (types II et IIf) ont été traitées par les anti- 
biotiques administrés par voie générale et voie locale. 


RESULTATS ET DISCUSSION. 


Les résultats obtenus dans ces expériences concernent : le 
déclenchement (infection ou absence d’infection), la gravité et 
Vévolution de Vinfection. Les résultats sont consignés dans les 
tableaux I, II et III. 
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1° Déclenchement de Uinfection. 


a) Dose inrectante. — L’inoculation d’un trés petit nombre de 
staphylocoques (en moyenne de 13 a 22; valeurs extrémes 3,6 
ct 32,6) dans la mamelle d’une brebis en lactation déclenche 
presque toujours une mammite plus ou moins grave. Sur un total 
de 24 brebis, 20 ont fait une infection & la premiére inoculation ; 
sur les 4 restantes, 3 ont fait une infection a la deuxiéme inocula- 
tion. Ces brebis partiellement résistantes étaient, au moment de 
Vinoculation, soit atteintes (n° 13, 14, 15), soit récemment débar- 
rassées (n° 10) d’une infection légére a microcoques produisant 
une élimination leucocytaire anormale. Il est possible que la pré- 
sence de microcoques (et secondairement de leucocytes) dans la 
mamelle explique, ainsi que Murphy et Stuart [44] l’ont montré 
sur la vache pour Sir. agalactiae, au moins en partie cette résis- 
tance. La résistance de la brebis n° 10 a la premiére inoculation, 
et de la brebis n°? 14 4 la seconde, ne résulte cependant pas de 
ce fait. 


Si on ne tient pas compte des trois brebis infectées au moment 
de Vinoculation, il résulte de cette expérience que la petite dose 
infectante introduite dans la mamelle déclenche quatre-vingt- 
quinze fois sur 100 une mammite chez la brebis saine. Ces résul- 
tats sont tres différents de ceux qui ont été obtenus jusqu ici. En 
effet, seul Klastrup [42] a déclenché des mammites staphylococ- 
ciques chez la vache avec un trés petit nombre de germes : une 
dose de 1 a 140 germes, en phase de croissance, déclenche 7 infec- 
tions sur 18 inoculations. De leur céoté, Miller et Heisman [9] ont 
réuss} Vinfection expérimentale de la vache sur 26 quartiers pour 
55 inoculations avec un nombre de staphylocoques compris entre 
700 et 30000. ‘Les autres travaux sur la vache, sur la chévre et 
sur la brebis ont toujours conduit a utiliser des inoculums impor- 
tants : Derbyshire [8] réussit sur la chévre avec 1.10° germes, 
mais pas avec 1.10°; Slanetz et Bartley [7] sur la vache ne réus- 
sissent pas avec 3.10° et utilisent finalement 5 ml de bouillon, repré- 
sentant environ 5.10° germes. Sur Ja brebis, Nocard [4] injectait 
« quelques gouttes de bouillon » ; Bridré {2], 1 ml de bouillon de 
culture ; Minett [8] inocule simultanément 2 ml de bouillon et 
S ml de toxine; Maclay et coll. choississent, aprés une expé- 
rience préliminaire, un inoculum de 5.10" germes ; Pillet et coll. [5] 
ulilisent 1 ml d’une suspension, dans 10 ml d’eau physiologique, 
dune culture sur gélose. 

Ces différences dans la quantité d’inoculum reconnu néces- 
saire pour le déclenchement de l’infection sont vraisemblablement 
dues : 1° A des différences dans la virulence des souches utili- 
sées (42, 9]. 2° Au stade de lactation choisi pour Vinoculation (en 
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Tasteau Il. — Résultats des inoculations expérimentales. 
I @ 3 4 5 6 
I 37 2 555 salae 
2 Si; : 535 1 
3 17,0 32 q 570 inte 2 
4 8,2-25,7 32 : 440 ue a 
5 31 i 155 I 
6 23 23 375 Tete 
7 120 20 15 I 
8 41 2 475 DEIe 26 
g 38 2 520 ie 2 
10 SH ly 225 f°) 
102 21,9 35 . 380 Tleige!: 

2 II,2- 32,6 35 a 490 BRIG, aU 
105) 30 290 (0) 
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1b 28 “s 1220 f°) 
ies 45 10 225 i 

a ISS a Bis! 135 ae 
wees 8,6 - 30,8 40 . 290 re) 
15 36 " 850 I 
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I7 12 ! 225 Teitiee 
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23 3,6 = 21,1 93 225 idea! 
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I. Numéros des brebis (* 


probables de staphylocoques inoculés. — 3 et 4. Nombre de jours séparant l’agne- 


deuxitme inoculation). — 2. Nombres moyens et nombres 


Dd. Production journalitre moyenne de 


lage (3) et Ie sevrage (4) de l’inoculation. 

la glande inoculée. 6. Mammites provoquées ; degrés cliniques. I. m: Iégére ; 

II. m. grave : 1° hypertrophique, 2° abcédée ; HI. m. gangréneuse ; 1° localisée, 
2° généralisée. 


particulier Vutilisaion de brebis taries ou au contraires  allai- 
tantes, mais non traites. 3° A Vinterprétation des résultats. L’inter- 
prétalion des seuls résultats cliniques peut conduire a ignorer 
certains cas de mammites du premier type : en effet, la palpation 
de la mamelle ne permet pas, au moins les premiers jours, la mise 
en évidence d’une réaction inflammatoire, alors que celle-ci est 
indiscutable, au contraire, par examen quantitatif et qualitatif du 
lait. 4° Au substrat de Vinoculum : l’inoculation dans la mamelle 
d’un grand volume (10 ml) d’eau physiologique [16] et, 4 plus 
forte raison, l’inoculation d’un produit irritant (bouillon de 
culture) [8] provoque un appel leucocytaire important accom- 
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pagné d’une élévation des propriétés inhibitrices du lait, suscep- 
libles d’empécher linstallation de Vinfection {46}. 

Il est A peu prés str que les mammites « naturelles » sont 
produites par l introduction dans Ja mamelle d’un tres petit 
nombre de germes; les travaux de Murphy [44], en particulier, 
ont montré qu’il suffit de quelques streptocoques (35 + 31) intro- 
duits dans la mamelle de la vache pour déclencher une infection. 
La méthode d’inoculation que nous avons utilisée permet de 
reproduire de la méme maniére sur la brebis une infection sem- 
blable a Vinfection naturelle. 


b) STADE DE LACTATION ET NIVEAU DE PRODUCTION. — Les brebis 
ont été inoculées & différents stades de lactation, Jes deuxieme, 
trentiéme et cinquantiéme jours de traite ; elles avaient a ce stade 
des productions différentes. Malgré cela, Vinfeclion a été pro- 
voquée sur la presque totalité des brebis avec la méme dose de 
staphylocoques. 


Les résultats que nous venons de rapporter montrent que sur 
des animaux indemnes d’infection et non immunisés, la mamelle 
ne présente praliquement aucune résistance a lVinvasion micro- 
bienne. Des deux hypothéses qui ont servi de point de départ a ce 
travail, la seconde, qui invoque des variations en cours de lacta- 
tion dans la résistance de la mamelle, est done contredite par ces 
résultats ; la premiére, par contre, est sérieusement renforcée. En 
effet, & partir du moment ou quelques staphylocoques alteignent 
le sinus galactophore par passage au travers du trayon, rien ne 
distingue les brebis prédisposées par la proximité du sevrage ou 
par un niveau de production élevé des autres brebis; la diffé- 
rence entre ces brebis ne peut donc résider que dans la plus ou 
mois grande perméabilité du sphincter du trayon aux germes 
pathogénes. 


2° Gravité de Vinfection. 


a) Dose inrectanteE. — La dose infectante choisie produit aussi 
bien des mammites bénignes que des mammites gangréneuses. 
Ces résultats sont en désaccord avec ceux publiés antérieurement, 
en particulier avec ceux de Maclay et coll. [4]. 


b) STADE DE LACTATION. — On observe habituellement dans les 
conditions «naturelles» une diminution progressive de la 
gravilé des mammites avec l’avancement de la lactation. Les 
résullats expérimentaux, qui ne portent que sur les 50 premiers 
jours de traite et sur un pelit nombre d’animaux, ne permettent 
pas d’observer le méme phénoméne. 
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c) Propuction DE LAIT ET ANTICORPS ANTITOXIQUES. — La pro- 
duction mesurée par la quantité de lait produit en vingt-quatre 
heures par le quartier inoculé et le taux d’anticorps antitoxiques 
au moment de l’inoculation apparaissent comme les deux éléments 
primordiaux de la gravité de l’infection. On peut, en effet, sché- 


Tasresu Il]. — Relations entre la production de lait, le titre d’anti- 
toxines et la gravité des mammites. 


1 2 5 4 
5 2 5 3 
a 7 1 4 i * 
Moins de 10 5 15 ' 
200 ml (5) y 1 aE 
16 0,5 5 II 1 
cal 1,5 40 II 1 
24 2,5 60 II 1 
3 1 2 III 2 
6 1 1,5 III 2 
1 0,5 14 III 1 
Plus 1 1 moins de 6 moins de III 2 
19 2 2,5 1 20 III 1 
20 1 3 TiN Z 
22 1 1 eatale 2 
is 23 2,5 15 III 1 
2 2,5 5 II 2 
$) 1 12 DE 2 
i 5 moins de 4 moins de III 2 
200 ml 8 10 10 5 5 iit 1 
4 6 50 II 1 
12 5 20 II 1 
14 16 plus de 50 plus de - 0 
15 20 5 70 20 It 1 
18 6 60 Il 2 
1. Production journalitre moyenne de la glande inoculée. — 2. Numéros des brebis. 
— 3. Titres d’antitoxines « et B du sérum. — 4. Degrés cliniques des mammites. 


I. m. légére ; II. m. grave : 1° hypertrophique, 2° abcédée ; II]. m. gangréneuse : 
1° localisée, 2° généralisée. 


matiser le comportement des brebis de la maniére suivante : les 
brebis produisant moins de 200 ml ne font pas de mammite gan- 
gréneuse, quel que soit leur taux d’anticorps (n* 5, 7, 10, 15, 16, 
21, 24). Les brebis produisant plus de 200 ml font une mammite 
gangréneuse quand le taux d’anticorps est inférieur 4 2,5 U anti-a 
eu.20. Ul anti-p (no 3. 6, t1, 17) 19,20) 22, 23), ou encore quand 
le titre anti-a dépasse 2,5 U mais avec un titre anti-B inféricur 
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a 5 U (n®-1, 8). Les brebis ayant un titre d’anticorps élevé ne 
font pas de mammite gangréneuse, quelle que soit leur produc- 
tion de lait (n®: 4, 12, 14, 15,’ 18). 

Ce schéma n’est pas d’une rigueur absolue : les brebis n® 2 et 9, 
qui avaient une forte production de lait et un taux d’anticorps bas 
et qui n’ont pas fait de mammite gangréneuse, représentent en 
effet une exceplion A ce que nous venons de dire ; les brebis n°* 10 
et 23, avee une production identique et des taux d’anticorps voi- 
sins, ont fait des mammites trés différentes. Il faudrait proba- 
blement tenir compte des réles respectifs des toxines a et B et 
des antitoxines correspondantes ainsi que de la production d’anti- 
corps au cours de l’infection dans le cas de réponse de type secon- 
daire. Les titres d’anticorps anti-a et anti-B, respectivement de 
2,5 U et de 20 U, ou encore 10 U et 5 U, qui représentent dans 
cette expérience la limite entre les mammites du type gangréneux 
et les mammites graves, suggérent que les deux antitoxines parti- 
cipent a la protection de l’organisme contre l’évolution vers le 
type gangréneux. Ces résultats confirment en partie ceux de 
Minett [3], qui avait montré que, sur les brebis taries, la gravité 
de Vinfection est en relation avec le taux d’anticorps et qu’au 
dela d’un certain taux il n’y a pas de mammite gangréneuse. 
L’introduction du facteur « production de lait » suggére que la 
gravité de infection résulte d’un équilibre entre la quantité des 
toxines produites — ces quantités étant elles-mémes proportion- 
nelles a la quantité de lait contenu dans la mamelle — et leur neu- 
tralisation plus ou moins complete par les antitoxines ; au-dessous 
de 200 ml de lait, la production de toxine est insuffisante pour 
déterminer une lésion gangréneuse. 

L’observation du paragraphe précédent sur la diminution pro- 
gressive de la gravilé des mammites avec l’avancement de la lac- 
tation trouve selon toute vraisemblance son explication dans la 
diminution progressive de la production de lait au cours de la 
lactation. Sur un petit nombre d’animaux, Vinterférence du fac- 
teur anlicorps peut masquer ce phénoméne général. 


3° Evolution de Vinfection. 


a) CAs GENERAL. — Entre le moment de l’inoculation et labou- 
lissement de l’infeclion aux différents stades cliniques, tels qu’ils 
ont été décrits au début de ce travail, il ne s’écoule généralement 
pas plus de quarante-huit heures. Pendant cette période, l’évolu- 
tion de infection présente dans chacun des trois types de mam- 
mite un certain nombre de points intéressants A considérer : le 
moment d’apparition des premiers symptomes, la courbe de tem- 
pérature, le moment d’apparition et le nombre des staphylocoques 
et des leucocytes dans le lait. 


MAMMITE STAPHYLOCOCCIQUE DE LA  BREBIS 451 


Les symptOmes apparaissent dix-huit heures aprés l’inocula- 
tion dans le type III, vingt a vingt-deux heures dans le type II 
et vingt-quatre a trente- six heures dans le type I. La température 
atteint. d@emblée son maximum dans le type IIL (40°5-41°) se main- 
tient pendant quelques heures, puis s’abaisse progressivement 
(38°) dés que les signes de gangréne s’établissent. Dans le type II. 
le maximum (40°5) est atteint un peu plus tard, mais se maintient 
a ce niveau pendant au moins deux jours. 

Le lait de la premicre traite aprés Vinoculation (douze heures) 
est en quantité normale ; il ne contient pas de leucocytes, mais 
renferme déja un nombre de staphylocoques compris entre 1 200 
et 2.500 par millilitre (numérations faites sur groupe B sculement) 
suffisant pour assurer 4 ce stade lirréversibilité de l’infection. 

Le lait de la deuxiéme traite (vingt-quatre heures) est peu abon- 
dant ; son aspect différe selon le type de mammite : d’apparence 
normale ou légérement grumeleux dans Je type I, séreux et gru- 
meleux, parfois rose de sang, dans le type II, il est remplacé 
dans le type III par une sérosité sanguinolente contenant divers 
débris tissulaires. Les staphylocoques sont toujours extrémement 
abondants : 5.10? a 3.10° dans le type I; 5.10* 4 1.10° dans les 
types II et III. Les leucocytes vont de 1.10° AD .10® dans le type I, 
et de 1.10° a 9.10" dans les groupes II et III. 


b) Cas particuLiers. — Aprés la premiére inoculation infruc- 
tueuse sur les brebis n°* 10, 18, 14, 15, les seuls signes notés ont 
été une augmentation trés nette du nombre de leucocytes du lait 
(ce nombre était déja anormalement élevé sur ces brebis) ainsi 
qu'une baisse passagére de production. La réaction cellulaire s'est 
maintenue avec un chiffre supérieur 4 1.10° cellules par millilitre 
pendant au moins quatre jours; elle a régressé, soit spontané- 
ment (n° 18), soit aprés traitement a la pénicilline (n® 14; 15) ins- 
titué dans le but d’éliminer les microcoques présents. Tl n’a pas 
été possible de mettre en évidence le moindre staphylocoque dans 
le lait de ces brebis, malgré l’incubation de tous les échantillons. 

A la seconde inoculation, deux de ces brebis (n° 10, 13) ont fait 
une infection entrant dans le cadre général. Les deux autres (qui 
avaient un taux d’anticorps élevé) ont eu un comportement dif- 
férent : la brebis n° 14 ayant résisté 4 nouveau n’a pas eu la 
moindre réaction leucocytaire, bien que le staphylocoque inoculé 
ait été retrouvé a la deuxiéme traite en petit nombre (de 1 a 20 
par millilitre). Les 10 examens suivants, échelonnés sur deux 
mois, n’ont montré ni germes pathogénes ni leucocytes. ‘La 
brebis n° 15, au contraire, a eu une réaction leucocytaire immé- 
diate trés importante (30.10%, 22.10°, 6,5.10° par millilitre) accom- 
pagnant une chute puis une remontée de la production du lait et 
une élimination intermittente pendant trois jours d’un petit nombre 
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de staphylocoques (0 4 20 par millilitre), sans symptomes géné- 
raux notables ; le cinquiéme jour, Vinfection qui semblait en voie 
de stabilisation est repartie brutalement, avec une montée du 
nombre de staphylocoques (1.10%) et des leucocytes (30.10°) et 
tarissement complet. 


c) Discussion. — Ces observations montrent que les staphylo- 
coques, une fois dans la mamelle peuvent, ou bien se multiplier 
rapidement au point d’atteindre en douze heures un nombre de 
mille & cent mille fois plus grand que le nombre injecté, ce qui 
est le cas général, ou bien survivre avec difficulté. Dans le 
premier cas, la mammite est irrémédiable, quels que soient 
les moyens de défense mis en ceuvre par lorganisme ; la 
guérison bactériologique ne survient jamais spontanément. Dans 
le deuxiéme cas, au contraire, a la suite d’une réaction leucocy- 
taire plus ou moins forte, on observe soit la disparition définitive 
des slaphylocoques, soit l’établissement d’un état d’équilibre plus 
ou moins stable. 


CONCLUSIONS. 


Les observations que nous avons faites avec Ricordeau [47] 
dans les conditions naturelles d’élevage des brebis laitiéres et les 
résultats des infections expérimentales relatés ici montrent que, 
dans la pathogénie des mammites staphylococciques, il existe au 
moins trois stades successifs : 1° Pénétration des germes A travers 
le canal du trayon. 2° Multiplication dans la mamelle. 3° Produc- 
tion de toxines et établissement des lésions. A chacun des stades 
de cette évolution, lorganisme oppose une défense plus ou moins 
efficace. Le trayon et son sphincter constituent, dans les condi- 
tions naturelles, la barriére la plus importante ; l’efficacité de 
celle barriére présente, certainement, comme chez la vache, des 
variations individuelles notables, mais présente également chez 
un méme animal, au cours de la lactation, des variations consi- 
dérables en fonction de la quantité de lait sécrété : plus la quantité 
de lait est grande, moins la barriére est efficace. L’opposition de 
lorganisme a la multiplication des staphylocoques dans la mamelle 
est un fait certain qui se rencontre sur les rares brebis résistantes 
i Vinfection expérimentale ; sa nature ne ressort pas clairement 
de nos essais; il ne semble pas que les anticorps antitoxiques 
y jouent un role; par contre les leucocytes interviennent proba- 
blement. Enfin, opposition aux toxines produites résulte natu- 
rellement de leur neutralisation par les antitoxines. 

La prévention des mammites staphylococciques de la brebis, 
toutes considérations épidémiologiques mises a part, peut ainsi 
se concevoir sur plusieurs plans : réduire les risques de passage 
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des germes a travers le trayon par une technique de traile appro- 
priée d’une part, et par la sélection de lignées d’animaux choisis 
d’aprés la conformation de leurs trayons d’autre part ; créer chez 
lanimal un état de résistance 4 Ja multiplication des staphylo- 
coques dans la mamelle ou sélectionner des animaux présentant 
naturellement ce caractére ; élever, par vaccination, le taux d’anti- 
toxines sériques des animaux. Cette derniére possibilité est 
exploitée depuis longtemps [3] grace aux anatoxines ; mais elle 
a Pinconvénient de n’accorder qu'une protection relative et peut 
favoriser indirectement l’extension de l’infection en entretenant 
des animaux infectés latents et des porteurs de germes. 


RESUME. 


1° L/inoculation d’une petit nombre de staphylocoques (3,6 a 
32,6) dans la mamelle de brebis exemptes de toute infection et 
mises & la traite depuis moins de deux mois a déclenché 20 mam- 
mites plus ou moins graves pour 21 brebis A la premiére ino- 
culation. 

2° Trois brebis ayant une infection a microcoques du quartier 
inoculé ont résisté a la premiére inoculation; 2 de ces brebis 
avaient un titre d’antitoxines élevé. 

3° Des 4 brebis ayant résisté a la premiére inoculation, 3 ont 
fait aprés guérison de leur infection micrococcique une mammite 
a la seconde inoculation. 

4° La gravité de Vinfection dépend a la fois de la quantité du 
lait produit et du taux d’antitoxines du sérum ; l’infection prend 
un caractére gangréneux quand Ja glande inoculée produit plus 
de 200 ml de lait par jour et que le taux d’antitoxines est bas ; 
inversement, lVinfection est bénigne quand la quantité de lait 
produite est inférieure a 200 ml ou que le taux d’antitoxines est 
élevé. 

5° Sur les brebis sensibles, l’évolution de l’infection est trés 
rapide. En douze heures, le nombre de staphylocoques inoculés 
est multiphé par 1000 a 100000 sans réaction apparente de 
Vorganisme. A la vingt-quatri¢eme heure, la réaction leucocytaire 
est trés forte ; 4 ce stade la mamelle est déja atleinte de lésions 
graves, pratiquement irréversibles. 

6° Sur les brebis résistantes, les staphylocoques inoculés dans 
la mamelle ne se multiplent pratiquement pas. On a noté une 
réaction leucocytaire nette et la disparition des staphylocoques en 
quarante-huit heures. 

7° Le mécanisme de la sensibilité aux mammites staphylococ- 
ciques des brebis a haut niveau de production et au début de leur 
période de traite est discuté. 
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SUMMARY 


STAPHYLOCOCCAL MASTITIS OF SHEEP. 
EXPERIMENTAL INFECTION. 


1. A small number (8,6 to 32,6) of staphylococci have been ino- 
culated into the udder of 21 healthy ewes, which had been milked 
for less than two months. The first inoculation induced more or 
less severe mastitis in 20 of them. 

2. Three ewes suffering from a micrococcal infection of the 
inoculated quarter withstood the first inoculation; two of them 
possessed a high antitoxin level. 

3. In three of the four ewes which withstood the first inocula- 
tion, a second one induced a mastitis. 

4. The severity of the infection depends on the quantity of milk 
produced and on the serum antitoxin level. The infection 
becomes gangrenous when the inoculated gland yields more than 
200 m] milk a day, and when the antitoxin level is low. Conver- 
sely, the infection is benign when the quantity of milk is inferior 
to 200 ml or the antitoxin level high. 

5. In receptive ewes the course of the disease is very rapid. 
Within twelve hours, the number of the inoculated staphylococci 
increases a 1 000 to 100 000 fold, without any apparent reaction 
of the animal. After twenty- four hours, the leucocytary reaction 
is very strong; at this stage, the udder already presents very 
severe, practically irreversible, lesions. 

6. In non receptive ewes, the staphylococci inoculated into the 
udder do not multiply. A marked leucocytary reaction and the 
disappearance of the germs within fourty-eight hours have been 
noticed. 

7. The nature of the receptivity of ewes yielding a great quan- 
tity of milk and being at the beginning of their milking period 
is discussed. 
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SOCIETE FRANCAISE DE MICROBIOLOGIE 


(Institut Pasteur, 25, rue du Docteur-Roux, Paris, 15°) 


Séance du 7 janvier 1960. 


Présidence de M. FASQUELLE. 


PRESENTATION D’OUVRAGE 


M. Lépine. La troisitme édition de cet ouvrage désormais clas- 
sique (1), devenu le Rivers et Horsfall, est digne de ses devanciéres. 
Les chapitres fondamentaux dus a J. E. SmapeL, ‘W. M. Sranutey, Max 
A. Laurrer et R. C. Winuiams ont été revus et complétés. 5S. S. CoHEN 
a introduit un nouveau chapitre sur la biochimie des cellules infectées 
par les virus ow 1’on trouve les notions les plus actuelles ainsi que la 
bibliographie des récents travaux sur ce sujet. Quatorze collaborateurs 
nouveaux ont participé A cette révision et aux additions nombreuses. 

Parmi les chapitres nouveaux ou qui ont bénéficié de transformations 
profondes, citons encore ceux de G. K. Hirst dans |’étude des relations 
entre le virus et la cellule-héte, en particulier dans le cas de ]’induc- 
tion des tumeurs, celui de R. W. ScHLesincer sur |’interférence, et 
celui de A. D. Hersney sur les bactériophages. J. F. Enpers a donné un 
excellent chapitre sur les méthodes de culture de tissus appliquées 
a étude des virus. J. Casats et W. Reeves, P. Onitsxy et J. Cssats, 
P. Onrrsxy et D. CLrarke ont considérablement étendu et complété leurs 
chapitres respectifs sur les virus Arbor, également examinés pour cer- 
tains d’entre eux par Max Tuemer et Delphine Crarke. Le groupe des 
entérovirus s’est considérablement agrandi, non seulement par les 
développements nouveaux apportés aux chapitres touchant 4 la polio- 
myélite ou aux virus Coxsackie, mais encore avec les considérations sur 
le groupe ECHO dues & J. L. Mennick et A. B. Saspin. De méme, 1’étude 
du groupe des adénovirus par J. H. Dincre et H. S. Ginspere apporte 
les nouveautés introduites dans ce domaine depuis Védition précé- 
dente. 

Par comparaison, les autres chapitres ont subi de moins grandes 
modifications, mais tous ont été revus et complétés. Le nombre des 
pages est passé 4 967 et les tables ont été considérablement augmentées. 
Dans l’ensemble, le livre reste digne des plus grands éloges : il constitue 
pour |’étudiant et pour le travailleur non spécialisé la meilleure intro- 
duction 4 la connaissance des virus et des infections qu’ils déterminent 
chez l’homme. 


(1) T. M. Rivers et F. L. Horsfall. Viral and Rickettsial Infections of Man. 
3° édition, J.B. Lippincott Ce, Philadelphia, 1959, 26 x 18,5, 967 pages. ; 
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COMMUNICATIONS 


DEGRADATION DES TEMPLES D‘ANGKOR 
ET PROCESSUS BIOLOGIQUES 


par J. POCHON, P. TARDIEUX, J. LAJUDIE et M. CHARPENTIER 


(Institut Pasteur, Paris, 
Service de Microbiologie du Sol) 


et J. DELVERT, R. TRIAU et M. BREDILLET. 


Unstitut Pasteur du Cambodge) 


Multiples sont les types de lésions observées sur les matériaux de 
construction, qu’il s’agisse des calcaires, des grés, des granits ou méme 
des ciments ; trés divers sont également les mécanismes invoqués, sui- 
vant la nature de ce substrat, l’aspect de la lésion, son évolution et le 
climat. 

Les dégradations les plus fréquemment observées sont celles réalisées 
en climat tempéré humide sur pierre calcaire ; la mieux définie et la 
plus étudiée est caractérisée par sa haute teneur en SO,Ca (gypse), sa 
localisation en zone humide du parement et son évolution: & une 
certaine profondeur (quelques millimétres 4 quelques centimétres) sous 
la surface la pierre se désagrége, sur une épaisseur de quelques centi- 
métres également, devient pulvérulente (c’est la zone riche en SO,Ca) ; 
puis des fentes apparaissent dans le parement, qui se détache alors par 
larges plaques, laissant & nu la lésion pulvérulente ; toutes les sculp- 
tures, reliefs et ornements sont irrémédiablement détruits. 

Plusieurs théories avaient été avancées pour expliquer le mécanisme 
de ces lésions; la plus ancienne fait intervenir l’acide sulfurique 
contenu dans l’atmosphére des villes ; il ne semble pas qu’elle puisse 
étre partout évoquée étant donné la fréquence actuelle de ce type de 
lésion dans les campagnes, loin de toute agglomération urbaine, donc 
en atmosphére peu souillée. L’un de nous [4] a montré que l’on peut 
invoquer un mécanisme biologique ot: des Thiobacillus (bactéries 4 Gram 
négatif, chimiolithotrophes) oxyderaient au niveau du parement, en 
zone humide de celui-ci, des composés réduits du souffre, avec forma- 
tion de SO= et secondairement de gypse, 4 partir du carbonate de 
calcium de la pierre ; dans les assises inférieures des monuments, le 
soufre réduit pourrait provenir du sol, remontant avec l’eau, par capil- 
larité, dans le mur ; on sait en effet que, dans le sol, des hactéries, 
les Sporovibrio desulfuricans, réduisent les sulfates (état normal du 
soufre minéral tellurique) ; or ces Sporovibrio sont particuli¢érement 
abondants dans les fondations des murs humides. 
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La Mission culturelle au Cambodge, dirigée par l’un de nous, a pu 
observer des lésious de types divers, et plus ou moins dégradantes 
suivant ce type, au niveau des pierres des temples d’Angkor Wat. 
Parfois ce n’est qu’un simple noircissement, en surface, en rapport 
avec le développement d’un lichen ; parfois apparaissent des sortes de 
concrétions plus ou moins réticulées qui semblent ne pas étre autre 
chose que des accumulations de terre d’apport ; parfois certaines zones 
sont recouvertes de mousses ou de lichens sans que la pierre sous- 
jacente paraisse attaquée ; enfin on peut observer, et ce sont les lésions 
les plus mutilantes, des aspects correspondant exactement a la descrip- 
tion donnée ci-dessus (fig. 1) ; elles sont d’apparition ancienne, autant 
qu’on puisse le savoir, et il se pourrait que leur évolution soit actuel- 
lement accélérée, sans qu’on puisse le prouver. 

Des prélévements ont été effectués sur ces différents types de lésion, 
ainsi que sur des zones apparemment saines, et nous y avons effectué 
des analyses chimiques et bactériologiques destinées A mettre en €vi- 
dence l’ingérence éventuelle du mécanisme biologique cité plus haut. 


TecHNniguEs. — Recherche des thiobacilles. — Aprés avoir été finement 
broyés au mortier, les échantillons sont ensemencés (0,10 g par tube) 
dans le milieu suivant (sans carbone organique, puisqu’il s’agit d’un 
chimiolithotrophe) réparti en tubes et stérilisé : 


Phosphate -bipotassique! (c0- a45.-e eee eee 0,25 g 
Chlorure. de, magnésiumy i... eee ere Eee 0,10 g 
Chiorure: dexsodinm! .2. 2.1.00 ce cc eee eee 0,10 g 
Nitrate: d’ammoniumyy saa. eee eee eee eee Po a fis 
Carbonate de ‘caletum -2)..4...-5- eee eee eee eee: 
Bau distillée: 4.2 cdssiecurn.ietiteemislenes tates see eee 1000 =ml 


Aprés ensemencement, les tubes sont placés a 1]’étuve & 28°, sous une 
cloche avec une atmosphére contenant un peu de SH, (quelques milli- 
litres d’une solution 4 10 p. 100 de monosulfure de sodium dans une 
coupelle). Aprés quinze jours et un mois, on recherche dans les tubes 
la présence éventuelle de SO=, par addition de BaCl, (solution aqueuse 
a 5 p. 100) et d’acide chlorhydrique. L’importance du louche, ou du 
précipité, de sulfate de baryum permet de juger approximativement la 
richesse du prélévement en thiobacilles. 


Dosage de SO,Ca, dans la pierre. — Méthode de Fiske : isolement du 
soufre sous forme de sulfate de benzidine insoluble ; hydrolyse de 
celui-ci et titrage de l’acide sulfurique libéré. 


RésuLtats. — Prélévement témoin apparemment sain ; la teneur en 
sulfates est trés basse, 1,3 p. 1000; la recherche des thiobacilles est 
négative. 

Prélévement des zones recouvertes de lichens ou de mousses ; résultats 
identiques & ceux du témoin. 

Prélévement des concrétions réticulées ; la teneur en sulfates est de 
25 p. 1000 ; les thiobacilles sont trouvés, mais peu nombreux. 

Prélévement de la maladie dégradante en plaques ; dans ces lésions 
particuliérement destructrices, cinq prélévements, en des endroits dif- 
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férents, ont été analysés ; les teneurs en sulfates sont toujours élevées 


et varient ; 34 A 82 p. 1000; les thiobacilles sont toujours présents et 
abondants. 


Discussion. — En ce qui concerne le lichen déterminant le noircis- 
sement et les autres lichens ou mousses, nos analyses montrent que 


Fic. 1. — Angkor-Wat. Tour nord-est de la deuxiéme enceinte, face ouest. 
Devatras. (Cliché Nguyen Van Han.) 


les Iésions, toujours trés discrétes, qu’ils peuvent déterminer sont sans 
analogie biologique ni chimique avec le type dont nous envisageons 
1’étude. 

Le prélévement de concrétions réticulées met en évidence de petites 
quantités de sulfates et quelques thiobacilles ; cependant, les obser- 
vations faites sur place (corroborées par la structure méme des échan- 
tillons qui les montre constituées de terre) ne sont nullement incom- 
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patibles avec ces résultats ; le sol contient toujours thiobacilles et sul- 
fates et il y a vraisemblablement eu simple enrichissement par diffu- 
sion de voisinage. 

Quant aux lésions de la maladie trés dégradante en plaques, elles 
présentent tous les caractéres spécifiques de celles observées antérieure- 
ment sur calcaires en région tempérée humide et il est évidemment 
tentant d’évoquer le méme mécanisme. 

Cependant, en premier lieu, il faut observer que le substrat est ici 
le grés d’Angkor que l’on classe parmi les grés siliceux ; nous y avons 
pourtant mis en évidence des quantités non négligeables de CcO,Ca 
(évidemment indispensable au mécanisme envisagé), de l’ordre de 
65 p. 1000 dans les échantillons sains. Si l’on exprime tous les résultats 
en milligrammes de Ca on trouve donc 26 mg/g de Ca des carbonates 
en grés sain, dont 23 mg/g (c’est-a-dire la presque totalité) sont trans- 
formés en sulfates dans le grés le plus attaqué. Il faut admettre, si 
notre hypothése est fondée, que cette transformation est responsable 
de la perte de structure et de cohésion du grés. 

En second lieu, il faut trouver l’origine du soufre réduit. Les ana- 
lyses effectuées sur place ont montré la présence de soufre organique 
dans le sol et dans l’eau stagnant au pied des murs aprés la pluie ; 
qu’il s’agisse du soufre de l’humus ou de celui des déjections ‘pro- 
venant des innombrables chauves-souris et pigeons qui hantent ces 
monuments, on sait que sa minéralisation bactérienne aboutit a la 
formation de composés réduits, du type des mercaptans et de l’hydro- 
géne sulfuré. Quelle que soit l’origine du soufre réduit, il passerait 
dans le mur avec l’eau de capillarité ; on a, de fait, constaté que les 
panneaux les plus attaqués étaient particulitrement humides. 


ConcLusion. — Des analyses précises et des arguments sérieux plaident 
donc en faveur de l’hypothése d’un méme mécanisme biologique 
4 Vorigine d’un type bien défini de lésion sur pierre calcaire en climat 
tempéré humide et sur grés au Cambodge ; dans ce dernier cas il est 
probable que le soufre organique de l’humus et surtout des déjections 
animales peut étre incriminé dans le premier temps des processus. II 
resterait évidemment & démontrer expérimentalement que la trans- 
formation lente en gypse du carbonate de calcium, qui ne se trouve 
qu’en quantité relativement faible dans le grés sain, suffit cependant 
pour lui faire perdre sa structure et réaliser ainsi la lésion. Asséche- 
ment par drainage des murs, élimination des déjections animales sem- 
blent devoir étre les pratiques essentielles pour prévenir, ou arréter, 
l’évolution de ces lésions. 


SUMMARY 


DEGRADATION OF ANGKOR TEMPLES AND BIOLOGICAL PROCESSES. 


Careful analysis and valuable arguments seem to show that one and 
the same biological mechanism is the cause of a definite type of lesion 
of limestone in damp temperate climates, and of sandstone in Cam- 
bodge. In Cambodge, organic sulfur from humus and from animal 
excreta is probably responsible for the first phase of this process. It 
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would however be necessary to demonstrate that the slow transforma- 
tion of calcium carbonate into gyps is sufficient to destroy the sand- 
stone structure and realize the lesion. The essential means to prevent 
this lesions seem to be the drying of the walls by drainage and the 
elimination of animal excreta. 
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ISOLEMENT AU TCHAD (AFRIQUE CENTRALE) 
DE DEUX SOUCHES DE MALLEOMYCES PSEUDOMALLEI 


par A. PROVOST et M. VIGIER (*). 


(Laboratoire de Recherches Vétérinaires de Farcha, 
Fort-Lamy, Tchad) 


La mélioidose est une rareté en Afrique ; 4 notre connaissance, elle 
n’y a été signalée qu’une seule fois, en Afrique du Sud en 1944 [4] ; 
encore s’agissait-il de malade « ayant effectué un séjour dans le foyer 
endémique du Sud-Est asiatique » [2]. 

Jl nous a été donné d’isoler & Fort-Lamy (Tchad) deux souches de 
bacille de Whitmore. C’est la relation de ces isolements, dans leur ordre 
chronologique, que nous rapportons ici. 

Le premier isolement a été réalisé dans les conditions suivantes : 

En novembre 1956, un bacille Gram-positif, appartenant vraisembla- 
blement au genre Listeria, fut retiré du pus d’un abcés rétropharyn- 
gien d’un chameau ; une culture de ce germe fut inoculée a plusieurs 
chévres pour faire la preuve de son pouvoir pathogéne. L’une de ces 
chévres mourut quelques heures plus tard et, de ses ganglions mésen- 
tériques (qui par ailleurs ne présentaient aucune lésion appréciable), 
fut isolé en culture pure, Malleomyces pseudomallei (1). Nous ne men- 
tionnons pas les caractéres culturaux qui n’ont rien que de trés clas- 
sique. 

Il est vraisemblable, étant donné l’absence de lésions pouvant étre 
rapportées & la mélioidose lors de l’autopsie de la chévre, que l’on avait 
affaire 4 un porteur sain. Ce cas n’est pas sans analogie avec celui que 
rapporte Girard 4 Madagascar [3], ou seuls les ganglions rétropharyn- 
giens d’une carcasse de pore avaient attiré l’attention par leur carac- 


(*) Avec l’aide technique de M. Guy Rolland. 
(1) Owil nous soit permis de remercier M. Thibault, de l'Institut Pasteur 
de Paris, qui voulut bien confimer lidentité de cette souche. 
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tere quelque peu hémorragique et ot la preuve bactériologique de 
l'existence du bacille de Whitmore ne fut faite que par l’inoculation 
au cobaye d’un broyat de ganglion. 

La chévre en questoin était originaire des environs de Fort-Lamy. 
Ii est exclu que ce fat un animal d’importation qui edt pu s’infecter 
ailleurs ; elle avait été achetée dans un village voisin en vue de la 
production de virus capripestique. La contamination de cet animal est 
donc bien autochtone. 

Depuis cette époque, l’examen quasi systématique de ganglions mésen- 
tériques de chévres n’a pu refournir de souche de M. pseudomallet ; 
il a par contre démontré la présence de nouveaux sérotypes de salmo- 
nelles [4]. 

Le second cas, en septembre 1959, concerne un tirailleur noir d’ori- 
gine tchadienne, qui fit un séjour en Indochine voila prés de cing ans. 
Ii était hospitalisé 4 Vinfirmerie de garnison de Fort-Lamy avec le 
diagnostic d’angine ulcéro-membraneuse. Un purpura s’installait rapi- 
dement, accompagné d’hyperthermie, d’épistaxis et d’hémorragies gin- 
givales. La mort survenait sept jours aprés l’hospitalisation ; aucune 
autopsie ne put étre pratiquée [5]. 

L’hémoculture, effectuée le sixiéme jour de la maladie, devait fournir 
un bacille de Whitmore en culture pure. Etant donné la symptoma- 
tologie, pouvait-on penser, en Afrique, 4 une mélioidose clinique? Il 
n’est pas exclu que le bacille de Whitmore ne soit qu’un germe de 
sortie d’une autre infection. 


Ou a eu lieu la contagion? Ce militaire a-t-il pu s’infecter en Indo- 
chine et le germe sommeiller en une lésion profonde? Peut-on admettre 
une aussi longue latence ? Ou bien doit-on envisager une contamination 
locale plus récente, comme le laisserait penser la présence de M. pseudo- 
mallei sur une chévre autochtone ? 

Quoi qu’il en soit de ce cas humain, le cas caprin est, lui, indiscu- 
table. On est alors conduit & se poser les questions suivantes : 


L’existence de la mélioidose au Centre-Afrique est-elle un fait ancien 
qui aurait échappé jusque-la aux cliniciens, ou bien faut-il y voir une 
zoonose d’importation récente a la faveur des courants humains qui ont 
suivi les opérations militaires de la seconde guerre mondiale et de la 
guerre d’Indochine ? Notons a l’appui de cette derniére thése le « reclas- 
sement » de fonctionnaires francais et vietnamiens en Afrique, dont 
quelques-uns auraient pu ramener d’Extréme-Orient l’infection A l’état 
latent. Cependant, dans le milieu naturel du Tchad, aride pendant plus 
de la moitié de l’année, la survie du bacille de Whitmore, germe hydro- 
tellurique, est fortement sujette 4 caution ; les seules conditions clima- 
tiques viendraient singuliérement restreindre la contagion. 


Cette note ne vise qu’a attirer l’attention sur la mélioidose en Afrique, 
afin de préciser ou d’infirmer l’extension de cette affection. 


Résumé. — Les auteurs rapportent l’isolement de deux souches 
M. pseudomallei au Tchad, l’une sur une chévre autochtone, 1l’autre 
sur un militaire ayant effectué cing ans auparavant un séjour en Indo- 
chine. La question se pose de savoir si la mélioidose en Afrique centrale 
est une maladie ancienne ou d’introduction récente. 
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SUMMARY 


ISOLATION IN THE TcHAD REGION (CENTRAL AFRICA) 
OF TWO STRAINS OF Malleomyces pseudomallei. 


One of these strains has been isolated from a goat of the Tchad region, 
the other one from a soldier who had lived in Indochina five years 
before. The authors discuss the question of the disease in Central 
Africa : has it been present in the country for a long time, or has it 
been recently introduced ? 
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AU SUJET DU CHOC ANAPHYLACTIQUE 
CHEZ LES VERTEBRES INFERIEURS 


ESSAIS NEGATIFS DE SENSIBILISATION CHEZ LA TORTUE ET LE SERPENT 


par L. PLACIDI et M. PLACIDI. 


Selon certains auteurs, la sensibilisation des organismes a4 des sub- 
stances diverses, surtout de nature protéique, et la mise en évidence 
de cet état de sensibilisation par divers tests et notamment par une 
réaction de nature anaphylactique seraient un phénoméne général appli- 
cable 4 tous les organismes animaux, voire aux végétaux et, pour ainsi 
dire, inhérent a la cellule vivante. Cette opinion n’est pas entiérement 
confirmée par l’expérimentation. Discutable déja pour certaines espéces 
de mammiféres, elle l’est plus encore pour les oiseaux, pour les verté- 
brés inférieurs et les invertébrés ou les végétaux, compte tenu des 
différences naturelles dans les manifestations symptomatiques, cette 
sensibilisation pouvant, autant que les tests de sa mise en évidence, 
revétir des aspects trés divers. 

Dans le cadre de recherches sur certaines propriétés des sérums de 
vertébrés inférieurs par comparaison avec les sérums de mammiféres 
et d’oiseaux, nous avons tenté de provoquer une réaction de nature 
anaphylactique chez quelques vertébrés inférieurs, tortues et serpents 


notamment. 
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Friedberger et Mita [5] auraient réussi 4 sensibiliser la grenouille, 
mais l’obtention de ce résultat serait variable avec ]’état saisonnier du 
sujet : la sensibilisation ne pourrait étre acquise qu’avec les grenouilles 
d’été, non avec celles d’hiver. Ce fait ne saurait surprendre ; on connait 
bien le rdle essentiel que jouent les « facteurs externes » dans la bio- 
logie des vertébrés hétérothermes. Cependant, les conclusions de ces 
auteurs n’ont pas été confirmées. D’autres expériences ont porté sur les 
poissons. Arloing et Langeron, Arloing et Thévenot [4, 2] ont tenté 
sans succes de sensibiliser des poissons d’eau douce. Sereni [8] aurait 
réussi sur le téléostéen Crenilabrus labro et sur le sélacien Sceyllium 
canicula. Enfin, plus récemment [4], Dreyer et King ont repris ces 
expériences en injectant 0,1 cm? de sérum de cheval pour sensibiliser 
diverses variétés de poissons, notamment des carpes. Aprés quinze jours 
ou trois semaines, ils essaient de déclencher un choc anaphylactique 
avec une injection intra-abdominale de sérum de cheval ou d’ovalbu- 
mine, a la dose de 0,1 4 1 cm*. Aucun résultat n’est observé, qu’on 
opére sur des poissons de grande ou de petite taille (200 g environ). 
Ces auteurs ont en outre essayé le test de Schultz-Dale (sensibilisation 
de l’intestin), soit sans succés avec l’ovalbumine, soit avec des résultats 
douteux avec le sérum de cheval. 


C’est au méme résultat négatif qu’ont abouti les recherches de 
M'e Beauvallet et Weil [3], qui n’ont pu déclencher aucune réaction 
par une injection seconde chez la carpe inoculée deux ou trois semaines 
avant d’ovalbumine ou de sérum de cheval. Le test de Schultz-Dale est 
également négatif. 


C’est sur la grenouille verte Rana esculenta qu’ont opéré Urbain et 
Roth [9] en sensibilisant ce batracien par des injections parentérales 
de sérum de cheval. Sur cette espéce, aucun résultat n’a été constaté, 
cependant que sur Triton cristatus, Triton walthi et chez la couleuvre 
Malpolon monspessulana, quelques symptémes (agitation, contractions 
plus ou moins prolongées) pourraient, dans une certaine mesure, laisser 
admettre une légére réaction. Enfin, pour étre complet, notons que 
King et Dreyer [7], plus haut cités, pensent que certains téléostéens, 
sur lesquels ils ont fait porter leurs essais, peuvent présenter un choc 
histaminique, ce qui ne peut étre constaté avec Triturus viridescens, 
pas plus qu’avec Necturus maculosus. L’acétylcholine, également 
étudiée, est incapable de provoquer une sensibilisation. 


Il est donc possible d’écrire que la sensibilisation des vertébrés infé- 
rieurs par le mode classique utilisé chez les mammiféres reste entiére- 
ment a préciser. 


Nos propres essais ont porté sur deux espéces de tortues, Testudo 
groeca et Clemmys leprosa, et sur trois espéces de couleuvres, Natriz 
viperina, Malpolon monspessulana et Natrix natriz. 


Nous avons recherché successivement a obtenir la sensibilisation de 
ces espéces avec du sérum de cheval frais ou chauffé inoculé sous la 
peau (1) A des doses variant de 0,1 4 1 cm’, cette injection étant suivie 
dans une série d’une deuxiéme & quatre jours d’intervalle et d’une 
troisitme A douze jours dans une autre série. 


(1) Au niveau du cou pour la tortue. 
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Le méme protocole a été suivi en utilisant l’ovalbumine de poule. 
Les inoculations d’épreuve ont été faites a intervalles irréguliers depuis 
huit jours jusqu’é deux mois aprés la derniére inoculation de sensi- 
bilisation. On a, dans deux séries, utilisé pour l’épreuve le sérum de 
cheval pour les sujets ayant recu primitivement de l’ovalbumine et 
inversement lVovalbumine pour ceux qui avaient regu du sérum de 
cheval en injection premiére. 

Malgré l’observation prolongée, aucune manifestation particuliére ne 
permet de suspecter une modification quelconque de l’habitus des 
inoculés, qui se comportent dans l’immédiat et dans les jours suivants 
comme les témoins non inoculés. 

On a modifié l’expérience en injectant du sérum de serpent aux 
tortues et du sérum de tortue aux serpents pour obtenir la sensibilisa- 
tion et l’on a éprouvé avec du sérum de cheval, ou avec les sérums 
utilisés dans l’injection préparante. 

Malgré l’inoculation de doses variées et plus ou moins espacées comme 
dans les premiéres séries, malgré les délais restreints ou prolongés (de 
quelques jours 4 deux mois) dans lesquels on a pratiqué les injections 
secondes, le résultat est resté le méme, c’est-a-dire qu’aucune manifes- 
tation extérieure ne peut étre rapportée & un éventuel choc. 

Le nombre des sujets sur lesquels ont porté ces essais et les moda- 
lités variées de l’expérimentation permettent une conclusion précise : 
le choc anaphylactique, tel que nous le concevons et le provoquons 
8 volonté chez le lapin et le cobaye, ne peut étre obtenu ni chez la 
tortue ni chez le serpent ; Ja sensibilisation n’est acquise ni avec un 
sérum de mammifére, ni avec celui d’un de ces deux vertébrés hétéro- 
thermes. 

Cependant, comme nous en apportons la preuve dans d’autres expé- 
riences, on peut facilement sensibiliser le lapin et le cobaye avec les 
sérums de ces derniéres espéces, comme on le fait avec les sérums de 
mammiféres, et le choc peut étre déclenché indifféremment avec l’un 
ou l’autre de ces sérums, quel que soit celui qui a servi & la sensibili- 
sation. Cependant, si, comme l’a écrit Ch. Richet, la spécificité n’est 
en l’occurrence qm’affaire de degré, il est possible d’écrire qu’elle est 
nettement plus marquée pour les sérums de tortues et de couleuvres 
que pour ceux des mammiféres les plus couramment utilisés : cheval, 
boeuf, rongeurs de laboratoire. Elle pourrait sans doute étre plus claire- 
ment mise en évidence par une sorte de dosage de la substance sensi- 
bilisante et Ja recherche du moment optimum pour déclencher le phé- 
noméne. II est ainsi possible d’admettre que, dans une certaine mesure, 
le choc anaphylactique peut, 4 cdté d’autres méthodes biologiques, 
fournir une contribution a la classification zoologique. 

Ces recherches viennent ainsi compléter celles que nous avons publiées 
ailleurs [10]. Elles montrent que, pour les espéces étudiées du moins, 
les sérums de vertébrés inférieurs offrent des propriétés biologiques 
comparables a celles que l’on trouve dans les sérums de mammiféres 
et de l’homme. Mais ces propriétés ne permettent naturellement pas 
un rapprochement entre les deux groupes de vertébrés sur le plan plus 
généra] de ’immunologie, et notamment en ce qui concerne la résis- 
tance aux agents d’agression ou la réceptivité aux infections micro- 
biennes ou virales. 
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RESUME. 


Les auteurs ont cherché A obtenir la sensibilisation de la tortue et 
de la couleuvre en vue de déclencher le choc anaphylactique par une 
injection seconde. Ils ont utilisé, avec des modalités variées, le sérum 
de cheval et les sérums de vertébrés inférieurs, en injection sensibili- 
sante ou pour provoquer le choc. Ils n’ont observé en aucun cas de 
phénoménes pouvant étre attribués 4 la sensibilisation de l’organisme, 
et A un choc comparable a celui que l’on obtient par la méthode clas- 
sique chez le cobaye ou le lapin. Ils concluent que le choc anaphylac- 
tique, considéré par divers auteurs comme général, existant dans toutes 
les espéces, n’existe pas chez les animaux ¢étudiés. 

Cependant, on peut sensibiliser le cobaye avec des sérums de cou- 
leuvre et de tortue comme on le fait avec le sérum de cheval et déclen- 
cher le choc dans des conditions en tous points identiques et méme, 
semble-t-il, la spécificité de ce phénoméne est plus rigoureuse qu’avec 
les sérums de mammiferes. 


SUMMARY 


STUDIES ON THE ANAPHYLACTIC SHOCK IN THE LOWER VERTEBRATES. 
NEGATIVE ATTEMPTS AT SENSITIZATION IN TORTOISES AND SNAKES. 


The authors have tried to sensitize tortoises and grass-snakes in order 
to induce an anaphylactic shock by means of a second injection. They 
used various sera (horses and lower vertebrates) by different routes, 
for the preparative or the provocative injection. They never observed 
any phenomenon of sensitization or shock comparable with those 
obtained in guinea-pigs or rabbits. They conclude that the anaphy- 
lactic shock, although considered by many authors as a general pheno- 
menon taking place in all the animal species, does not exist in the 
animals studied. 

However, guinea-pigs can be sensitized with grass-snake or tortoise 
sera and an anaphylactic shock induced under exactly the same condi- 
tions as in the case of horse serum ; the specificity of the phenomenon 
seems even narrower than with mammals sera. 
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Les communications suivantes paraitront en Mémoire dans les Annales 
de l’Institut Pasteur : 


La multiplication du virus vaccinal en cultures cellulaires. 
Etude cytologique, par L. Carrire, J. Manpin et M. Pourquier. 


Absence de formation d’anticorps précipitants aprés injection 
de lévane de Bacillus subtilis au lapin, au singe et au cheval, 
par M¥e Y. Joyeux et R. DEponDER. 


Recherches sur l’individualisation sérologique des staphylo- 
coques. Etude de la spécificité des types 10, 11, 12, 13, 
par J. Pitter, B. Orta et M. Foucaun. 


Substances antibactériennes d’origine tissulaire. III. Influence 
de polypeptides divers sur la croissance in vitro de quelques 
bactéries, par Mes M. Hénon, M. Petierier et M. A. Denaunay. 


Taux des anticorps dits «naturels » et hypergammaglobuli- 
némie, par R. Varcues et B. GRENIER. 


AVIS 


Socr&t& INTERNATIONALE DE ME&DECINE CYBERNETIQUE. 


La Société Internationale de Médecine Cybernétique, constituée en 
1958 avec la participation de 19 pays, a tenu A Naples, en novembre 
dernier, sa premiére Assemblée générale. 

On a élu président le professeur Aldo Masturzo, de 1’Université de 
Naples ; vice-président le professeur Paul Nayrac, de l'Université de 
Lille ; conseillers les professeurs N. Wiener, G. Asboe-Hansen, F. Nember, 
A. Gata, C. Coruzzi. 

On a décidé de tenir en 1960 4 Naples, un Symposium International 
de Médecine Cybernétique, avec la participation du professeur Norbert 
Wiener. 

Le Conseil a confirmé le siége du Secrétariat Général de la Société 
a Naples (Italie), Via Roma 348. 


LIVRES RECUS 


E. L. Wollman et F. Jacob. — La sexualité des bactéries. 1 vol., 247 p. 
Masson, édit., Paris, 1959. 


Il n’existait pas en francais de livre de génétique bactérienne, disci- 
pline actuellement en plein essor. Aussi tous les microbiologistes de 
langue francaise se féliciteront-ils de la parution de cet ouvrage. Le 
mémoire original de la thése de sciences de E. Wollman y est développé 
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de maniére & présenter un exposé d’ensemble du probléme de la sexua- 
lité bactérienne et celui du déterminisme génétique de la lysogénie. 
Rappelons a ce propos que le méme éditeur a publié en 1954 la thése 
de F. Jacob sur les bactéries lysogenes et la notion de provirus. Les 
auteurs retracent, dans la premiére partie, les étapes principales et les 
acquisitions récentes de la génétique bactérienne. Sa lecture sera profi- 
table A ceux qui n’ont pas suivi de prés les développements de cette 
discipline nouvelle. 

Dans la seconde partie sont décrites les caractéristiques des croise- 
ments A basse fréquence de recombinaison, tandis que la troisiéme 
partie est consacrée aux croisements A haute fréquence de recombi- 
naison. Elle comprend les chapitres suivants : caractéristiques des croi- 
sements : haute fréquence de recombinaison, localisation chromoso- 
mique des prophages, l’induction zygotique et ses effets génétiques, 
les étapes de la conjugaison bactérienne, le mécanisme du transfert 
de matériel génétique au cours de la conjugaison. La quatriéme partie 
est consacrée A la différenciation sexuelle et au systéme génétique 
d’E. coli. Les auteurs y montrent comment, par son mécanisme méme, 
la conjugaison bactérienne se préte particuliérement bien a 1’étude de 
la structure héréditaire en relation avec sa fonction. Ce chapitre a un 
intérét général considérable car, 4 la lumiére des résultats obtenus dans 
l’analyse génétique de la lysogénie, le probléme des infections latentes 
a virus y est envisagé, amenant 4 définir une classe particuliére d’élé- 
ments génétiques non infectieux de la cellule, les épisomes, dont les 
propriétés se distinguent des constituants chromosomiques classiques. 

Les deux auteurs qui travaillent dans le service de A. Lwoff, & 
l'Institut Pasteur, sont suffisamment connus pour qu’il soit superflu 
de signaler la qualité de leur travail. 


Pharmacopoea internationalis. 1® édit., Supplément. Organisation 
Mondiale de la Santé, Genéve, 1959. 1 vol. XX + 229 pages. Prix : 
Fr. s. 15,-- ; £ 1,5s, $ 5,- -. (Dépositaire pour la France : Librairie 
Masson, Paris.) 


La premiére édition de la Pharmacopée internationale vient d’étre 
complétée par la publication d’un supplément, qui fait suite aux 
volumes I et II, parus en 1951 et 1955. Les monographies comportent 
des spécifications pour des préparation hormonales, antipaludiques et 
antibiotiques qui ne figuraient pas dans les deux premiers volumes, 
pour des milieux de contraste tels que l’acide acétrizoique et l’acide 
iopanoique, et pour certaines formes pharmaceutiques d’antibiotiques 
décrits dans le premier volume. Les appendices sont constitués de 
listes de réactifs, de tableaux de posologie et de descriptions de 
méthodes. Is traitent, en outre, de sujets qui n’avaient pas été abordés 
dans les premiers volumes. On y trouve aussi une liste 4 jour des 
étalons biologiques internationaux et des préparations internationales 
de référence. Hal 
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